


‘fortgefihrt von A. KOSSEL 
é. 


und unter Mitwirkung von 


¥. ABDERHALDEN-Halle, M. BERGMANN-Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 
G. EMBDEN-Frankfarta.M., H.v. EULER-Stockholm, H.FISCHER-Miinchen, 
K. WREUDENBERG-Hoidelberg, W. GULEWITSCH-Moskan, 0. HAMMAR- 

STEN-Upsala, S.G. HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- 
Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, 0. KESTNER-Hamburg, L. KREHL- 
Heidelberg, Wm. KUSTER-Stuttgart, CARL TH. MORNER-Upsala, F. 

LLER-Miinchen, J.P.PAWLOW-Leningrad, P. PFEIFFER-Bonna.Rh., 
F. PREGL-Graz, W. E. RINGEP*Utrecht, 0. SCHUMM-Hamburg, 8. P. L. 
SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL-Berlin, §. THANNHAUSER-Diiseel- 
dorf, H. THIERFELDER -Tiibingen, H. a R. WILL- 
ee, A. WINDAUS - Gottingen, E. WINTERSTE 

3 R. v. ZEYNEK - Prag 








herausgegeben von 


F.KNOOP una K. THOMAS. * be 
Toibingen ‘: Leipzig oe =e 





Binhundertncunundslchatgstor Band 
Erstes, zweites und arittes Heft 
Mit 10 Figuren im Text 


(Ausgegeben am 21, November 1928) . 


BERLIN und LEIPZIG 1928 


WALTER DE Gaureee & 88. 
vormals @. J. Genteeshaln Fosapheeieg. 3. Ge 








EINHUN DERTNEUNUNDSIEBZIGSTER BAND — 
ERSTES, ZWEITES UND DRITTES HEFT 


Inhalt oa 
_ Lehnartz, E. Zur Methodik der Bestimmung kleinster Milchsiure- 
mengen. Mit 1 Figur im Text. . . 1 
Palladin, Alexander, A. Kudrjawzewa sna B. Seawron. Unter- 
suchungen iber eves en der Muskeln. Mit 
3 Figuren im Text .. 9 
Embden, G., und H. Jost. Uber die Spaltung rte Lactacidogens 
bei der "Muskelkontraktion nae 24 
Grassmann, Wolfgang, und Hans Dyckerhoff. Uber die Proteinase 
und die Polypeptidase der Hefe. 13. Abhandlung tiber Pflanzen- 
proteasen in der von R. Willstitter und Mitarbeitern be- 
gonnenen Untersuchungsreihe. Mit 5 Figuren im Text. . . 41 
Wakabayashi, Yoshiaki. Leberglykogen und Muskeltraining . . 79 
Asahina, Tei-ichi. Uber cine Molekiilverbindung zwischen ne a 
anhydrid und Silbernitrat. Mit 1 Figur im Text .. . 83 
Windisch, Fritz. Beziehungen zwischen oxybiontischem und an- 
oxybiontischem Stoffwechsel der Kulturhefen .. . 88 


Mayer, R. M. Uber den fermentativen Charakter der Minne: 
porphyrin -Synthese in der Hefe. Die zellfreie —_— 
porphyrinvermehrung . . 99 

Kiister, William, und Arno Groene, Uber die ‘Addition von _— 
an Protoporphyrindimethylester und an sein komplexes Zinksalz 117 

Kiister, W., und J. Umbreeht. Uber den — der Linsen und 
Erbsen an Natrium und Kalium .. . - 480 





. : An unsere Mitarbeiter! 


‘Ee. ‘iat unbedingt notwendig, daf alle zur Einsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trigliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaliung der Zeitschrift mit auswirken milssen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manuu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Anschrifi fiir Manuskriptsendungen: 


Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig Cl, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr.16 pt. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in 
Banden su 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus 
ps or Griinden unméglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion 

poy say Barge er — Kurze Notizen oder Bemerkun su nomen — werden 


am SchluG8 des Heftes und auGerhalb der enfol gangedatums 
mattgeteilt — Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte aiinen. we sowie ig “omen 
— Baas beitagt far den De cxpagen Mark. ov = Arbeit im Umfang 
onorar r den Dru on jeder 
bis su 1? f Shmae baa torte dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
cabanas Arbeiten nur 60. 


In besug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke ae bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maigebend. In sweifelhaften Fallen 


wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorsugt. 











HOPPE-SEYLER'S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


fortgefiihrt von A. KOSSEL 


und unter Mitwirkung von 


¥K. ABDERHALDEN-Halle, M. BERGMANN-Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 
G. EMBDEN-Frankfurta. M., H.v. EULER-Stockholm, H. FISCHER-Miinchen, 
K. FREUDENBERG-Heidelberg, W. GULEWITSCH-Moskau, O. HAMMAR- 
STEN-Upsala, S.G. HEDIN- Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- 
Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, O. KESTNER-Hamburg, L. KREHL- 
Heidelberg, Wm. KUSTER- Stuttgart, CARL TH. MORNER- Upsala, F. 
v. MULLER-Minchen, J.P. PAWLOW-Leningrad, P. PFEIFFER-Bonna.Rh., 
F,. PREGL-Graz, W. E. RINGER-Utrecht, O. SCHUMM-Hamburg, S. P. L. 
SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL-Berlin, S. THANNHAUSER-Diissel- 
dorf, H. THIERFELDER-Tiibingen, H. WIELAND- Miinchen, R. WILL- 
STATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Gittingen, E. WINTERSTEIN - Ziirich, 
R. v. ZEYNEK - Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP una K. THOMAS 


Tibingen Leipzig 


Einhundertneunundsiebzigster Band. 


Mit 13 Figuren im Text. 


BERLIN und LEIPZIG 1928 


WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung - J. Guttantag, Verlagsbuch- 
handlung - Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit & Comp. 














Alle Rechte, insbesondere das der Ubersetzung, 
vorbehalten. 




















Druck von Metzger & Wiitig in Leipzig 

















Inhait des einhundertnenunundsiebzigsten bandes 


HEFT J, If und III. 
(Ausgegebun am 21. November 1928.) 


Lehnartz, E. Zur Methodik der Bestimmung kleinster Milchsiure- 
mengen. Mit 1 Figur im Text . , . a 
Palladin, Alexander, A. Kudrjawzewa und B. ice Caen 
suchungen iiber Kreatinphosphorsiiuren der Muskeln. Mit 
3 Figuren im Text ea eR ak aE Bee, 8 

Embden, G., und H. Jost. Uber die Spaltung des Lactacidogens 
bei der Muskelkontraktion ; 

Grassmann, Wolfgang, und Hans Dy ckerhoff. ties die on 
und die Polypeptidase der Hefe. 13. Abhandlung tiber Pflanzen- 
proteasen in der von Rh. Willstiitter und Mitarbeitern be- 
gonnenen Untersuchungsreihe. Mit 5 Figuren im Text . 

Wakabayashi, Yoshiaki. Leberglykogen und Muskeltraining 

Asahina, Tei-ichi. Uber cine Molekiilverbindung zwisehen Glvein- 
aphydrid und Silbernitrat. Mit 1 Figur im Text 4-4 

Windisch, Fritz. Beziehungen zwischen oxybiontischem und an- 
oxybiontischem Stoffwechsel der Kulturhefen ex A 

Mayer, R. M. Uber den fermentativen Charakter der Kopro- 
porphyrin- Synthese in der Hefe. Die zellfreie Kopro- 
porphyrinvermehrung ge mr Oh i ee Meee a 

Kiister, William, und Arno Grosse. Uber die Addition yon Brom 
an Protoporphyrindimethylester und an sein komplexes Zinksalz 

Kiister, W., und J. Umbreeht. Uber den Gehalt der Linsen und 
Erbsen an Natrium und Kalium 


HEFT LV, V und VI. 


{Ausgegeben am 12. Dezember 1928.) 


Embden, G., C. Riebeling und G. E. Selter. Uber die Bedeutung 
der Adenylsiure fiir die Muskelfunktion. 2. Mitteilung: Die 
Desaminierung der Adenylsiiure durch Muskelbrei und die Am- 
moniakbildung bei der Muskelkontraktion . 

Embden, G., und H. Wassermeyer. = die Bedeutung dis ama 
siure fiir die Muskelfunktion. 3. Mitteilung: Das Verhalten 


Seite 


149 











Seite 


der Ammoniakbildung bei der Muskelarbeit unter verschiedenen 


biologischen Bedingungen . 


Embden, G., M. Carstensen und H. Suleemaihion. he die Seiten. 


161 


tung der Adenylsiure fiir die Muskelfunktion. 4. Mitteilung: 
Spaltung und Wiederaufbau der ammoniakbildenden Substanz 


bei der Muskeltiitigkeit . 


Embden, G., und H. Wassermeyer. — die a dine Achaia’: 
siure fiir die Muskelfunktion. 


186 


5. Mitteilung: Die Quelle des 


bei der Kontraktion gebildeten Ammoniaks . . . . 226 
Wassermeyer, H. Uber die Dissoziationskonstanten der Muskel- 
adenosinphosphorsiure und der Inosinsiure. Mit 1 — im 


Text 


Schmidt, Gerhard. Uber Icsniiniiel a im Muskel. 


Mit 2 Figuren im Text 


Wassermeyer, H. Uber ionale a a ne die ierone im 
MuskelpreBsaft, insbesondere iiber den EinfluB der Wasserstoft- 


ionenkonzentration 


Klenk, E. Uber die Dissiniiies: 


side) _ ’ 
Embden, G. Restéitigune : 


(9. Mitteilung iiber Cerebro- 





Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Asahina, Tei-ichi 83. 

Carstensen, M., s. G. Embden. 

Dyckerhoff, Hans, s. Wolfgang 
Grassmann, 

Embden, G. 320. 

Embden, G., M. Carstensen und 
H. Schumacher 186. 

Embden, G., und H. Jost 24. 

Embden, G., C. Riebeling und G. 
E. Selter 149. 

Embden, G., und H. Wassermeyer 
161. 226. 

Grassmann, Wolfgang, und Hans 
Dyckerhoff 41. 

Grosse, Arno, s. William Kiister. 

Jost, H., s.. G. Embden. 

Klenk, E. 312. 


Kudrjawzewa, A., s. Alexander 


Palladin. 


Kiister, William, und Arno Grosse 
117. 


Kiister, W., und J. Umbrecht 
139. 


Lehnartz, E. 1. 
Mayer, R.M. 99. 
Palladin, Alexander, A. Kudrjaw- 
zewa und E. Ssawron 9. 
Riebeling, C., s. G. Embden. 
Schmidt, Gerhard 243. 
Schumacher, H., s. G. Embden. 
Selter, G. E., s. G. Embden. 
Ssawron, E., s. Alexander Palladin. 
Umbrecht, J., s. W. Kiister. 
Wakabayashi, Yoshiaki 79. 
Wassermeyer, H. 238. 283. 
Wassermeyer, H., s. G. Embden. 
Windisch, Fritz 88. 























Zur Methodik der Bestimmung kleinster Milchsiuremengen 


Von 


E. Lehnartz. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt,) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 19238.) 


Die exakte Bestimmung der Milchsiure ist fiir die Untersuchung 
vieler Fragen der Muskelphysiologie von ausschlaggebender Bedeutung, 
und im Laufe der letzten 20 Jahre ist aus den verschiedensten Labo- 
ratorien eine groBe Reihe von Methoden bekannt geworden, die dieser 
Forderung mehr oder weniger gerecht werden. Die Mehrzahl dieser 
Methoden stellt Modifikationen des von Fiirth-Charnassschen Ver- 
fahrens dar’), welches auf der Oxydation der Milchsiure zu Acetaldehyd 
beruht. Voraussetzung fiir das Gelingen dieses Verfahrens ist die Tren- 
nung der Milchsiiure von anderen, ihre Bestimmung stérenden Substanzen, 
insbesondere solchen kohlehydratartiger Natur. Es bedeutete eine wesent- 
liche Vereinfachung des Arbeitsganges, als von Clausen’) gezeigt wurde, 
daB die friiher ausschlieBlich geiibte Extraktion der Milchsiure dureh 
Ather oder Amylalkohol durch Ausfillung der Kohlehydrate mit Kupfer- 
sulfat und Kalkmilch ersetzt werden kann. In Verbindung mit der 
Kupfer-Kalkfillung hat die Durchfihrung des von Fiirth-Charnass- 
schen Prinzips in der Hand mancher Untersucher einen hohen Grad von 
Genauigkeit erreicht, und auch das Bestreben, auf diese Weise sehr 
kleine Milchsiuremengen exakt zu bestimmen, war bis zu einem gewissen 
Grade erfolgreich. 

Hierzu ist es vor allem notwendig, daf die Oxydation der Milch- 
siiure langsam und gleichmiéfig in einem mdglichst kleinen Fliissigkeits- 
volumen erfolgt und daB Uberhitzung des Destillationskolbens vermieden 
wird. So gelang es im hiesigen Institut unter Innehaltung dieser 
und einer Reihe anderer von Hirsch-Kauffmann’) sowie von 


!) Embden, Abderh. Handb. d. bioch. Arbeitsmethoden Bd. V, I., 
S. 1256 (1912). 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, S. 263 (1922). 
8) Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIX. I 
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Embden') genau beschriebener Bedingungen, Milchsiuremengen bis herab 
zu 0,2 mg mit einer Genauigkeit von 95—97°/, zu ermitteln.’) 

Trotz aller VorsichtsmaBregeln wurden jedoch in Doppelbestim- 
mungen an Muskel- und Blutextrakten bei im allgemeinen guter Uber- 
einstimmung hin und wieder auch schlechte Resultate erhalten. Durch 
Weiteroxydation des gebildeten Acetaldehyds zu LKssigsiiure kénnen 
hierbei die gefundenen Werte zu niedrig, durch Oxydation beigemengter 
Substanzen unter Bildung fliichtiger bisulfitbindender Produkte zu hoch 
erscheinen. 

{s ist darum als grober Fortschritt zu bezeichnen, da’ Friede- 
mann, Cotonio und Shaffer’) nachwiesen, daB 1. die Oxydation der 
Milebsiiure zu Acetaldehyd nicht durch Permanganat, sondern durch 
Mangansuperoxyd erfolgt, daB hingegen 2. die zu Verlusten fiihrende 
Oxydation des Acetaldehyds zu Essigsiiure nur durch Permanganat be- 
wirkt wird. Die amerikanischen Verfasser schlugen daher einen Zusatz 
von Manganosulfat zu den zu bestimmenden Milchsiiurelésungen vor. 
Durch diesen wird eine momentane Umwandlung des Permanganats in 
Mangansuperoxyd erreicht. 

Die starke Abkiirzung der Oxydationszeit, die hierbei erzielt wird 
spricht dafiir, da8 die unbekannten, durch Permanganat oxydabeln Bei- 
mengungen bei der Shafferschen Modifikation nicht oder doch in ge- 
ringerem Umfange oxydiert werden. 

Die Modifikation hat sich, wie in vielen anderen, so auch im 
hiesigen Jaboratorium durchaus bewihrt; es konnte niimlich durch 
sie die durehschnittliche Ausbeute bei Milchsiuremengen yon 0,2 mg 
bis auf 100°/, bei einem maximalen Fehler von -++ 2°/, gesteigert 
werden. 

Gelegentlich von Versuchen iiber die aerobe und anaerobe Milcli- 
siiurebildung bei Reizung des M. sartorius von Fréschen ergab sich die 
Notwendigkeit, diejenige Milchsiiuremenge, die mit ausreichender Ge- 
nauigkeit zu bestimmen ist, noch wesentlich weiter herabzusetzen, als 
es bisher geschehen war. Wie der Versuch zeigt, gelingt das in un- 
erwartetem AusmaB, wenn man sich im iibrigen streng an die Vor- 
schriften hilt, die in den oben erwiihnten Arbeiten von Hirsch-Kauff- 
mann und von Embden gegeben sind. Es wurde namlich auch bei 
Milchsiuremengen bis herab zu 0,02 mg die oben angegebene Fehler- 
breite von + 2°/, nicht tiberschritten. 

Da eine kiirzlich aus dem Shafferschen Laboratorium erschienene 


1) Diese Zs. Bd. 143, S. 297 (1925). 


*) Embden, Lehnartz u. Hentschel, Diese Zs. Bd. 165, S. 268 
(1927). 
3) JI. of Biol. Chem. Bd. 738, S. 335 (1927). 
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Arbeit’) bei der Bestimmung von Milchsiiuremengen von 0,1—0,05 mg 
zu wesentlich ungiinstigeren Ergebnissen fiihrte, auBerdem von anderer 
Seite die Méglichkeit der exakten Bestimmung so geringer Milchsiiure- 
mengen angezweifelt wurde*), mag eine eingehende Schilderung des im 
hiesigen Institut angewandten Verfahrens angezeigt sein. 


Die EnteiweiBung der Muskulatur, des MuskelpreBsaftes 
und des Blutes erfolgt nach wie vor nach dem Verfahren yon 
Schenck. Handelt es sich um die Bestimmung von Milch- 
siuremengen unter 0,2 mg, so wird das Gesamtvolumen der 
Schenckfallung méglichst groB gewihlt. Die EnteiweiBung 
eines 0,1 g schweren Muskels erfolgt durch Einbringen des 
durch ZerstoBen in fliissiger Luft gewonnenen Muskelpulvers 
in analytisch gewogene Zentrifugengliiser, die 5 ccm 4°, ige 
Salzsiure enthalten. Nach einer zweiten analytischen Wigung 
zur Krmittlung des Muskelgewichtes werden 2—3 cem 5 °/, ige 
Sublimatlésung zugefiigt und die Fallung unter dfterem Schiit- 
teln einige Stunden stehen gelassen. Dann werden 17 ccm 
Wasser hinzugefiigt und die Glaser bis zum nichsten Morgen 
in den Kisschrank gestellt. Nunmehr wird auf rasch laufender 
Zentrifuge zentrifugiert, der klare Abgu8 mit gasformigem 
Schwefelwasserstoff entquecksilbert, das Quecksilbersulfid auf 
kleiner Nutsche scharf abgesaugt und der Schwefelwasserstofi 
durch einen Luftstrom vertrieben. Ein méglichst groBer Filtrat- 
anteil — meist etwa 23 com — wird in ein 35 ccm-Meb- 
kélbchen iiberfiihrt, nach Zusatz von 2 ccm 10°/,iger Kupfer- 
sulfatlisung mit 33°/,iger Natronlauge neutralisiert und mit 
5 cem nicht zu dicker Kalkmilch ausgefallt. Nach Auffiillen 
bis zur Marke wird in Zentrifugengliser umgegossen und nach 
halbstiindigem Stehen, waihrend welcher Zeit d6fters um- 
geschiittelt wird, 10 Minuten zentrifugiert. Vom Bodenkérper 
wird abgegossen, eventuell durch ein kleines Schwarzbandfilter 
filtriert, und wiederum ein mdglichst grofer Filtratanteil — 
meist 3233 cem — in kurzhalsige Kjeldahlkolben von 100 ccm 
Inhalt abgemessen. So gelangen zwischen 80 und 90°/, der 


1!) Davenport u. Davenport, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, 8. 651 
(1928). 
2) Meyerhof, Diese Zs, Bd. 178, S. 306 (1928). 
1* 


SE 








4 E. Lehnartz, 


im Muskel vorhandenen Milchsaure zur Bestimmung. Die Fliissig- 
keit wird mit 25°/, iger Schwefelsiure neutralisiert, auf einen 
Schwefelsiiuregehalt von 0,5°/, gebracht und nunmehr 2 ccm einer 
5°/,igen Manganosulfatlésung, sowie etwas Talkum zugegeben. 

Handelt es sich um die Bestimmung gréBerer Milchsiure- 
mengen, so kann das Volumen bei der Schenck- Fallung kleiner 
gewihlt werden. Die Anteile des Schenck-Filtrats, sowie des 
Kupfer—Kalkfiltrats werden so bemessen, da im Hoéchstfalle 
0,5 mg Milchsiure zur Bestimmung gelangen. Dabei wird das 
Volumen der Fliissigkeit im Destillationskolben auf etwa 20 ccm 
gebracht. GréBere Milchsiuremengen als 0,5 mg erfordern wegen 
der langeren Oxydationsdauer erhéhten Zeitaufwand, ohne die 
(Fenauigkeit zu steigern. 

Als Vorlage dienen bei Milchsiuremengen von etwa 0,5 mg 
10 ccm n/50-, bei solchen unter 0,2 mg 10 ccm n/100-Kalium- 
bisulfitlésung. Die Vorlage wird gut mit Eis gekihlt. 

In letzter Zeit haben wir uns zur Destillation einer 
Apparatur mit Glasschliffverbindung bedient, da sich bei 
Verwendung von Gummistopfen zahlreiche Kontrollbestim- 
mungen zur dauernden Uberpriifung der Apparatur erforder- 
lich erwiesen, wenn an kleinen Milchséuremengen exakte Er- 
gebnisse erhalten werden sollen. Da alle Schliffe auf dem- 
selben Konus geschliffen waren, standen fir Reihenbestim- 
mungen eine beliebige Anzahl von Kolben zur Verfiigung. Ein- 
fetten der Schliffe ist unter allen Umstinden zu vermeiden 
und bei gut passenden Schliffen auch vollkommen iiberfliissig, 
Zur Verminderung der Reibung im Schliff ist Anfeuchten mit 
Wasser ausreichend. Die Form des benutzten Apparates 
geht aus nachstehender Figur hervor. Die Anwendung des 
Tropfers, des Hahns mit Feineinstellung und der ausgehohlten 
Asbestplatte, in der der Destillationskolben ruht, ist bereits an 
anderer Stelle beschrieben.!) 

Die Oxydation erfolgt mit n/500-KMnO, im allgemeinen 
in einem Tempo von 40—50 Tropfen pro Minute, bei sehr 
kleinen Milchsiuremengen von 20—-30 Tropfen pro Minute. 
Sobald der wagerechte Teil des Destillationsrohres stark er- 





') Diese Zs. Bd. 148, 8. 301 (19285). 
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warmt ist, beginnt man mit dem Zutropfen der Permanganatlésung 
und setzt dies so lange fort, bis der Kolbeninhalt stark braun 
gefarbt ist, wozu bei Anwesenheit von 0,5 mg Milchsdure z. B. 
etwa 10 Minuten erforderlich sind. Nun wird die Vorlage 
gesenkt, noch einige Minuten weiter gekocht, und das Destillati- 
onsrohr gut abgespritzt. 

Zur Bestimmung des gebildeten Acetaldehyds bedienten 
wir uns des von Clausen angegebenen Vorgehens, bei dem 
zunichst das iiberschiissige Bisulfit durch Titration mit Jod 


"500 KM n0y Vorl 
/ Zur Vorlage 














\ Milhséurelosung 


SSS - Asbhestplatte 








beseitigt und nunmehr diejenige Jodmenge bestimmt wird, die 
notwendig ist, um das bei Spaltung der Acetaldehyd—Bisulfit- 
verbindung durch Zusatz von Natriumbicarbonat oder sekun- 
direm Natriumphosphat in Freiheit gesetzte Bisulfit zu oxy- 
dieren. Der grébte Teil des iiberschiissigen Bisulfits wird 
durch n/25 bis n/50-Jodlésung beseitigt und erst in der Nihe 
des Umschlagpunktes mit n/400 bis n/500-, bei Milchsiure- 
mengen von etwa 0,5 mg mit n/200-Jodlésung, bis zur eben 
erkennbaren Blaufirbung titriert. Zur Feintitration dient eine 
braune Mikrobiirette von 5 cem, die mit 0,01 cem-Teilung ver- 
sehen ist und 0,002 ccm gut zu schiitzen gestattet. Wenn der 
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einfallende ‘Tropfen eine voriibergehende Blaufarbung der 
canzen Fliissigkeit erzeugt, werden nicht mehr ganze 'T'ropfen 
hinzugefiigt, sondern nur 0,005—0,01 ccm (bei n/500-Jodlésung 
entsprechend 0,45— 0,9 Mikrogramm Milchsiure). Ist die Fliissig- 
keitsmenge nicht gréBer als 20 ccm, so ist auch bei Verwendung 
von n/500Jodlésung hierbei ein scharfer Umschlag zu erzielen. 
In einzelnen Fallen haben wir auch mit n/1000-Jodlésung titriert, 
jedoch ist wegen der raschen Titerinderung hier grofe Vorsicht 
erforderlich. Die Erkennung des Umschlagspunktes wird er- 
leichtert, wenn man der Bisulfitl6sung vor der Titration eine 
Spur Talkum hinzufiigt, und mit einem zweiten gleichartigen 
Kolben vergleicht, der nur Wasser und Talkum enthilt. Nach 
dem Umschlag setzt man einige Gramm Natriumbicarbonat 
oder sekundires Natriumphosphat zu, schiittelt kraftig und 
titriert langsam unter dem oben geschilderten vorsichtigen 
Vorgehen mit n/200- bzw. n/500-Jodlésung bis zur erneuten 
Blaufarbung. Der Endpunkt der Titration ist bei Verwendung 
von sekundirem Phosphat zur Spaltung der Acetaldehyd— 
Bisulfitverbindung schirfer, da Natriumbicarbonat nicht immer 
in geniigender Reinheit zu erhalten ist. Die Titration ist be- 
endet, wenn erneuter Zusatz von Bicarbonat oder Phosphat 
die Blaufirbung fiir wenigstens einige Minuten nicht wieder 
zum Verschwinden bringt. 

Das eben geschilderte Verfahren wurde an Zinklactat- 
lésungen, die Milchsiuremengen von 0,5 bis herab zu 0,0185 mg 
enthielten, in gréBeren Zeitabstanden gepriift und ergab im 
Durchschnitt zahlreicher Bestimmungen eine Ausbeute von 
100°/,. Die Abweichungen betrugen in zwei Fillen bei Milch- 
siuremengen von nur 0,0185 mg etwas iiber 2°/,, in allen 
iibrigen 2°/, oder weniger. Die folgende Tabelle zeigt eine 
Reihe von Kontro]lbestimmungen an den kleinsten verwandten 
Mengen. In zahlreichen weiteren Bestimmungen wurde der 
hier beobachtete Fehler nie iiberschritten. Aus den in der 
Tabelle angefiihrten Werten errechnet sich der mittlere Fehler 
der einzelnen Bestimmung zu + 1,4°/,, derjenige des Mittel- 
wertes zu +0,4°/,. Die wahrscheinlichen Fehler betragen 
also + 0,93 °/, und + 0,26 °/). 
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Zur Methodik der Bestimmung kleinster Milchsiuremengen. 


Tabelle I. 





Milchsiiure 
vorgelegt 
(mg) 
0,1980 
0,0850 


0,0537 


0,0295 
0,0212 


0,0185 


Wie eingangs erwihnt, haben wir zur EnteiweiBung stets 
die Schenck-Hallung angewandt. Von anderen Autoren sind 
auch im Trichloressigsiurefiltrat aus- 
Auch Meyerhoft und Lohmann schreiben 
z B., dab sich bei Anwesenheit geringer Trichloressigsiure- 
mengen im Destillationskolben bei Zusatz von Manganosulfat 
der Milchsiiureverlust bei der Destillation von 3 auf 10°/ 








Normal. 
der 
Jodlésung 


n/500 
n/500 
n/500 


n/500 
n/500 


n/ 1000 


Milchsiiurebestimmungen 
gefiihrt worden.") 





Jod- 
verbrauch 
(eem) 


2,20 
2,20 
0,94 
0,95 
0,60 
0,60 
0,326 
0,225 
0,230 
0,423 
0,400 


Tabelle I. 





Milchsiure 
gefunden 


(mg) 


0,198 

0,198 

0,0846 
0,0855 
0,0540 
0,0540 
0,0293 
0,0212 
0,0216 
0,0190 
0,0180 





"Io 


der Theorie 


100.0 
100,0 

99,5 
100,6 
100,6 
100,6 

99,3 
100,0 
101,9 
102,7 

97,3 


Durehsehnitt 100,2 








(1928). 





Milchsiuregehalt bei 


Schenck-Fillung 


(7) 


0,990 
0,880 
0,880 
0,765 
0,831 


rym? ; 
lrichlor- 
essigsiurefillung 


(°/,) 


0,887 
0,740 
0,860 
0,728 
0,812 


— 10,4 
— 15,9 





Differenz 


(°/0) 


2,3 
4,8 
2,3 


') Davenport u. Davenport, Jl of Biol. Chem. Bd. 76, 5. 651 
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hoht.') Wir haben einen derart konstanten Fehler nicht fest- 
stellen kénnen. Bei Vergleich von Mailchsiurebestimmungen, 
die an MuskelpreBsaften einerseits nach Schenck - Fallung, 
anderseits nach Trichloressigsaurefallung vorgenommen wurden, 
ergaben sich im Trichloressigsiurefiltrat zwar stets niedrigere 
Werte, jedoch war der Mindergehalt gegeniiber der Schenck- 
Fallung wechselnd, wie sich aus den fiinf Versuchen der 
Tab. II ergibt. 

Die theoretisch bestehende Méglichkeit, daB die Extraktion 
der Milchsiure aus dem EiweiBkoagulum durch die ‘Trichlor- 
essigsiure unvollstindig ist, wird dadurch unwahrscheinlich 
gemacht, da’ Hinzufiigen von Trichloressigsiure zu Zinklactat- 
lésungen in der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille ebenfalls 
zu niedrige Werte ergibt. So wurden z. B. an einer Milchsiure- 
menge von 0,1980 mg Bestimmungen ohne und mit Zusatz 
von 1 ccm 5°/, iger Trichloressigsiure vorgenommen. In zwei 
Bestimmungen ohne Trichloressigsiure ergab sich der theore- 
tische Wert, in 12 mit Trichloressigsiure erhielt ich Ausbeuten 
von 80 bis 103°/,. Die Anwendung der Trichloressigsiurefallung 
bei der Milchsiurebestimmung kann demnach nicht empfohlen 
werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden einige Anderungen der von Hirsch-Kauft- 
mann sowie von Kmbden beschriebenen Modifikation der 
Bestimmung der Milchsiure nach dem yon Fuerth-Charnass- 
schen Prinzip beschrieben, bei deren Innehaltung es méglich 
ist, Milchsiuremengen bis herab zu 20 Mikrogramm mit einer 
durchschnittlichen Ausbeute von 100°/, bei einem grdBten 
Fehler von + 2,7°/, zu bestimmen. 

2. Die Bestimmung der Milchsiure in trichloressigsaure- 
haltigen Lésungen fiihrt nicht zu befriedigenden Werten. 


') Biochem. Zs. Bd. 196, S. 39 (1928). 




















Untersuchungen tiber Kreatinphosphorsiure der Muskeln. 
Vou 
Alexander Palladin, A. Kudrjawzewa und E. Ssawron. 
Mit 3 Figuren im Text, 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1928.) 


Unsere friiher beschriebenen Versuche!), sowie die Unter- 
suchungen von Ferdmann und Feinschmidt?) haben ge- 
zeigt, daB in verschiedenen Muskeln (weifen und roten) ein 
gewisser Parallelismus zwischen dem Gehalt an Kreatinphos- 
phorsiure, Gesamtkreatin und ,,Lactacidogen“ zu sehen ist. Ks 
erschien nun unumginglich notwendig, in Anbetracht dieses 
Ergebnisses festzustellen, ob ein solcher Parallelismus etwa 
zwischen der Menge des Gesamtkreatins und derjenigen der 
Kreatinphosphorsiure auch in allen jenen Fallen bestehen 
bleibt, wo unter EKinfluB irgendwelcher physiologischen oder 
pathologischen Ursachen der Kreatingehalt sich in dem einen 
oder dem anderen Sinne verschieben wird. Vielleicht aber 
verlaufen die Anderungen des Gehaltes an Kreatininphosphor- 
siiure mit den Anderungen des ,,Lactacidogens“ parallel, dessen 
Menge ja — wie wir aus der Literatur wissen — oft zu der 
Zeit steigt, da diejenige des Kreatins absinkt und umgekehrt. 

Von diesem Standpunkte aus erschien es uns notwendig, 
den KinfluB der Phosphorvergiftung zu erforschen, da 
Phosphor den Gehalt der Muskeln an Kreatin und an Lacta- 
cidogen abandert. 





1) Diese Zs. Bd. 178, S. 179 (1928). 
2) Diese Zs. Bd. 178, 8S. 173 (1928). 
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Embden und Isaak’) haben festgestellt, dab das Lactacidogen 
der weiBen Muskeln des Kaninchens bei Phosphorvergiftung abnimmt, 
wihrend das Lactacidogen der roten Muskeln beinahe unverindert bleibt. 
A. Palladin und Kudrjawzewa?’) studierten den Einflu8 der Phos- 
phorvergiftung auf den Kreatingehalt der gemischten Muskulatur der 
hinteren Kaninchenextremitiiten und fanden dabei, daB der Kreatin- 
gehalt der Muskeln bei der Vergiftung der Kaninchen mit groBen Dosen 
Phosphor betrichtlich zunimmt. 


1. Einflu8 der Phosphorvergiftung auf den Gehalt der roten 
und weifen Muskeln 
an Kreatinphosphorsaure, Lactacidogen und Kreatin. 


Bearbeitet von Alexander Palladin und A. Kudrjawzewa. 


Um den EjinfluB der Phosphorvergiftung auf die Kreatin- 
phosphorsiiure der Muskeln zu ermitteln, stellten wir eine 
Reihe von Versuchen an Kaninchen an, die mit solch groBen 
Phosphormengen vergiftet wurden, welche in unseren friiheren 
Untersuchungen eine Steigerung des Kreatingehaltes der 
Muskeln hervorgerufen hatten; andere Kaninchen aber wurden 
mit geringen Dosen Phosphor vergiftet. 

Als Versuchstiere dienten uns erwachsene Kaninchen. 
Untersucht wurden als Typus der weiben Muskeln der M., Biceps 
femoris, der roten Muskeln der M. Semitendinosus. 

Wir bestimmten darin nach Folin-Gulick den Gesamtstickstoff; 
das Kreatin bestimmten wir nach Riesser-A. Palladin (nach dem jetzt 
in unserem Institute modifizierten Verfahren, um mit geringen Gewichts- 
mengen der Muskeln (400—600 mg) zu arbeiten ); die Kreatinphosphor- 
siiure und die wahre anorganische Phosphorsiure wurden nach der 
Methode ermittelt, die Ferdmann in unserem Institut ausgearbeitet hat, 
wihrend das Lactacidogen nach Embden mittels Autolyse des Muskel- 
gewebes in einer NaHCO,-Lésung bestimmt wurde. Es wurden jedes- 
mal parallel zwei Bestimmungen ausgefiihrt. | 

Phosphor wurde subkutan als 1 °/,ige Ollésung eingefihrt. 


Vorerst wurde eine Reihe von Analysen an Muskeln nor- 


maler Kaninchen vorgenommen, um eigene Werte des Normal- 
gehaltes aller uns beschiftigenden Substanzen in den weifen 


'!) Diese Zs. Bd. 113, S. 263 (1921). 
*) Diese Zs, Bd. 136, 8. 45 (1924). 
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und roten Muskeln von Kaninchen zu erhalten. In der Tab. | 
sind zwei Analysenbeispiele, die die Analyse mit dem gréBten 
Werte und jene mit dem kleinsten Werte darstellen, sowie 
die durchschnittlichen Werte aus allen unseren Versuchen 
an Muskeln normaler Kaninchen. Die ermittelten Werte 
stimmen vollkommen mit denjenigen iiberein, die Ferdmann 
und Feinschmidt in einer anderen Versuchsreihe gefunden 
hatten. 

Vor allem wollen wir die Ergebnisse der Versuche er- 
Ortern, in denen die Phosphorvergiftung einen bedeutenden 
Anstieg des Kreatins in den weiBen wie in den roten Muskeln 
hervorgerufen hatte. In der nachstehenden Tab. I] sind aus 
einer durchaus gleichsinnig verlaufenen Reihe zwei Versuchs- 
beispiele, die den Versuch mit der kleinsten und jenen mit 
der gréBten Abweichung darstellten, wiedergegeben. Wie aus 
dieser Tabelle ersichtlich, schwankte der Kreatingehalt des 
weiBen M. Biceps bei den Kaninchen dieser Serie zwischen 
0,672—0,712 °/, (gegentiber der Norm 0,510—0,554 °/,). Unsere 
am M. Biceps angestellten Analysen auf Lactacidogen be- 
stiitigen vollkommen die Angaben von Embden und Isaak: 
wir fanden namlich bei den Kaninchen dieser Versuchsreihe 
eine ziemlich betrachtliche Abnahme des ,,Lactacidogens“ (0,20 
bis 0,24 °/,) gegentiber den Normalwerten (0,26—0,38 °/,). 

Die Analysen auf Kreatinphosphorséure, die wir an den 
weiBen Muskeln vornahmen, zeigten uns, daB die Vergiftung 
mit groBen Mengen Phosphor eine starke Zunahme der 
Kreatinphosphorsaure nach sich zient. Der Gehalt der 
Muskeln an Kreatinphosphorsiure schwankte bei den Versuchs- 
tieren zwischen 0,16°/, und 0,18°/,, wihrend die Norm 0,11 
bis 0,13 °/, betrigt. 

Es war von Interesse nachzuweisen, ob der gesteigerte 
Gehalt an Kreatinpbosphorsiure mit der Erhéhung der Kreatin- 
werte Schritt halt, da ja — wenn dies der Fall wire —, auch 
denkbar gewesen wiire, daB ein gewisser Prozentsatz des Ge- 
samtkreatins stets an die Phosphorsiure gebunden ist, und 
deswegen bei gesteigertem Gehalt an Gesamtkreatin auch die 
Kreatinphosphorséiure zunehme. In Wirklichkeit war dem 
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aber nicht so: bei normalen Kaninchen waren durchschnittlich 
29°/, des Gesamtkreatins an die Phosphorsiure gebunden; bei 
Phosphorvergiftung nahm dieser Prozentsatz jedoch bedeutend 
zu und im M. Biceps der vergifteten Kaninchen erwiesen sich 
bereits 32—34°/, des Gesamtkreatins gebunden, d. h. in Form 
von Kreatinphosphorsiure. Folglich ruft die Phosphorvergiftung 
nicht allein eine absolute, sondern auch eine relative (in bezug 
auf den Gesamtkreatin wahrnehmbare) Anreicherung des weifen 
Muskels an Kreatinphosphorsiure hervor. 
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Biceps Semitendin 


Fig. 1. Vergleichende Zunahme des Kreatinphosphorséuregehalies im M. Biceps und 
M. Semitend, bei der Vergiftung mit groBen Phosphordosen. 


Der Stickstofigehalt bleibt bei der Phosphorvergiftung im 
allgemeinen normal, darum darf der verainderte Gehalt an 
Kreatin nicht auf eine Anderung des Wassergehaltes zuriick- 
gefiihrt werden. 

Beziiglich des Kreatins und der Kreatinphosphorsiure bot 
uns auch der rote Muskel ein im wesentlichen gleiches Bild, 
wie aus der Tab. II erhellt. Auch hier war der gesteigerte 
Gehalt an Kreatinphosphorsiure nicht bloB ein absoluter: auch 
im M. Semitendinosus erhéhte die Phosphorvergiftung 
den Prozentsatz des Kreatins, der mit der Phosphor- 
siure zu Kreatinphosphorsaiure verbunden war, und 
zwar noch stiirker, als es im M. Biceps der Fall ge- 
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wesen war. Wenn wir die Werte des normalen Kreatin- 
phosphorsiuregehaltes in weifen und roten Muskeln als 100 
rechnen werden, dann werden wir sehen, da8& Kreatinphosphor- 
siuregehalt in weiBen Muskeln sich um 49°/, und in roten 
Muskeln um 58 °/, (durchschnittlich) erhéht (vgl. Fig. 1). 


Was aber das ,,Lactacidogen“ anbelangt, so erzielten 
wir Ergebnisse, die denjenigen von Embden im grofen und 
ganzen gleich (iihnlich) waren. Auch bei uns schwankte der 
Gehalt des roten Muskels an Lactacidogen in den Grenzen 
der Norm. 


Nun wollen wir zu den Resultaten einer anderen Ver- 
suchsreihe tibergehen, in der Kaninchen manchmal sogar an- 
dauernd (in chronischer Weise), aber mit kleinen Mengen 
Phosphor vergiftet wurden. 


Zwei derartige Versuche, wiederum diejenigen mit dem 
héchsten und dem schwiichsten Ausschlag sind in Tab. III 
niedergelegt. 


Im weiBen M. Biceps solcher Kaninchen blieb der Kreatin- 
gehalt normal, was wir schon friiher beschrieben haben. Die 
interessanten Ergebnisse hatten wir mit Lactacidogen, dessen 
Werte im M. Biceps erhéht, bisweilen aber sogar sehr be- 
triichtlich gesteigert ausfielen. Diese gesteigerten Werte 
beobachteten wir nimlich, wenn wir geringe Mengen Phosphor 
(1 mg pro kg Korpergewicht) mehrmals in Intervallen von 
2—4 Tagen einfiihrten (vgl. z. B. Versuch mit den Kaninchen 
Nr. 6, Tab. IID). 

Der Gehalt des weifen M. Biceps solcher Kaninchen an 
Kreatinphosphorsiure blieb normal. Bei den Tieren, die 
kleine Dosen Phosphor erhalten hatten, war also der gleiche 
Prozentsatz des Kreatins an die Phosphorsiiture gebunden, wie 
bei normalen Kaninchen. 


Der rote Muskel erwies sich empfindlicher als 
der weiBe gegeniiber der EKinwirkungen geringer Dosen 
Phosphor auf seinen Gehalt an Kreatinphosphor- 
siture. Kleine Dosen Phosphor haben in dem roten Muskel 
stiirkere Anderungen der Kreatinphosphorsiure hervorgerufen, 
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als im weiBen Muskel. Bei den Kaninchen dieser Versuchs- 
reihe war der Kreatingehalt des M. Semitendinosus an der 
oberen Grenze der Norm gelegen. Der Gehalt an Kreatin- 
phosphorsiure war immer mehr oder weniger gesteigert (vgl. 
Fig. 2). In diesem Fall waren die Anderungen des Kreatins 
und Kreatinphosphorsiure ebenso einander nicht parallel ver- 
laufen. Bei vergifteten Kaninchen war in dem roten Muskel 
ein gréBerer Prozentsatz des Gesamtkreatins an die Phosphor- 
siure gebunden. 

Der Gehalt an ,,Lactacidogen“* schwankte in den roten 
Muskeln der Kaninchen dieser Versuchsreihe im allgemeinen 
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Biceps Semitendin 

lig. 2, Vergleichende Zunahme des Kreatinphosphorsiuregehaltes im M. Biceps und 


M, Semitendinosus bei der Vergiftung mit kleinen Phosphordosen. 


in den Grenzen der Norm, einige Fille von chronischer 
Vergiftung ausgenommen, wo der Gehalt an Lactacidogen he- 
deutend gesteigert war; bei diesen Kaninchen wies auch der 
weiBe Muskel eine Zunahme des Lactacidogens auf. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB die Anderungen im 
Gehalt an Kreatinphosphorsiure bei der Phosphorvergiftung 
nicht den verinderten Lactacidogenwerten parallel gehen, 
erstere weilsen eher einen gewissen Parallelismus zu der Menge 
des Gesamtkreatins auf. Ein vollstiindiger Parallelismus liegt 
aber auch hier nicht vor, weil groBe Dosen Phosphor bei 
weiBen und roten Muskeln, sowie kleine Phosphordosen bei 
roten Muskeln die Kreatinphosphorsiure stirker als das Kreatin 
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zu beeinflussen scheinen; infolgedessen ist bei den vergifteten 
Kaninchen ein gréBerer Prozentsatz des Kreatins in Form von 
Kreatinphosphorsdure vorhanden, als es normalerweise zu sein 
pilegt. Dies diirfte vielleicht in irgendeinen Zusammenhang 
mit der bei der Phosphorvergiftung eintretenden Anderung 
des Gehaltes an anorganischer Phosphorsiure gestellt werden. 

Kine andere interessante T'atsache hat sich noch bei diesen 
Versuchen herausgestellt, das ist die ungleiche Empfindlich- 
keit der Kreatinphosphorsiure der roten und der weiBen 
Muskeln gegen die Phosphorwirkung. 

Wenn wir, wie es auch Embden behauptet hatte, dem 
Lactacidogen der weiBen Muskel eine gréS8ere Empfindlich- 
keit zusprechen miissen, erweist sich dafiir empfindlicher das 
Kreatin, besonders aber die Kreatinphosphorsiure des roten 
Muskels. Dies zwingt zu der Annahme, daB die Kreatin- 
phosphorsiure in diesen Muskeln eine gewisse, ganz bestimmte 
Rolle spielen mu8. Eine solche Annahme verleiht aber weiteren 
Forschungen in diesem Gebiete ein besonderes hohes Interesse. 


2. Wirkung des Tetrahydro-$-Naphthylamins auf die Kreatin- 
phosphorsaure, Kreatin und ,,Lactacidogen“ der weiBen und 
roten Muskeln. 

Bearbeitet von Alexander Palladin und E. Ssawron. 


Als weitere EKtappe im Studium der physiologischen Rolle 
der Kreatinphosphorsiure hielten wir es fiir notwendig, ihre 
Beeinflussung durch das Tetrahydro-§-Naphthylamin, das als 
spezifisches Gift der sympathischen Zentren, das bei Tieren 
eine bedeutende Temperatursteigerung hervorruft, besonderes 
Interesse wachruft, zu untersuchen. Zudem wurde von Riesser?) 
nachgewiesen, daB eine Vergiftung mit diesem Stoffe eine be- 
trichtliche Steigerung des Kreatingehaltes der Muskeln nach 
sich zieht. Experimente mit Tetrahydro-f-Naphthylamin geben 
uns folglich die Méglichkeit festzustellen, ob bei der Ein- 


1) Arch. f. exper. Phathol. u. Pharm. Bd. 80, S. 183 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXIX. 2 
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fihrung dieser Substanz ebenso, wie im Falle einer Phosphor- 
vergiftung, der Gehalt an Kreatinphosphorsiure sich bis zu 
einem gewissen Grade parallel zu den Anderungen der Krea- 
tinwerte verandern werde. 

Beziiglich des Einflusses des Tetrahydro-§-Naphthylamins auf das 
Lactacidogen liegen keinerlei so bestimmte Daten vor, wie in Hinsicht 
auf den Phosphor. Adam!) studierte die Einwirkung dieser Substanz 
auf den Lactacidogengehalt der Kaninchenmuskeln, konnte aber keinen 
einigermaBen gesetzmiBigen EinfluB desselben auf die roten oder die 
weiBen Muskeln feststellen. Bei der Temperatursteigerung, die Adam 
mit Hilfe des Naganaerregers (Trypanosoma Brucei) hervorrief, konnte 
er jedoch in dem weiBen Muskel einen herabgesetzten Gehalt an Lacta- 
cidogen bemerken, wahrend in dem roten Muskel keinerlei gesetzmiBige 
Alteration zu beobachten war. 

Wir stellten unsere Versuche an Kaninchen an. Der 
Untersuchung wurden die weifen Muskel (M. Biceps femoris) 
und die roten (M. Semitendinosus) unterworfen. An diesen 
Muskeln bestimmten wir den Gesamtstickstoff, das Kreatin, 
die Kreatinphosphorsiure, die anorganische (wahre) Phosphor- 
siiure und das ,,Lactacidogen“. 

Wir fiihrten Tetrahydro-§-Naphthylaminchlorid subeutan in Form 
einer wiBrigen Lésung ein, wobei 0,05 g pro kg Kérpergewicht ge- 
nommen wurde, Die Kaninchen wurden meist zur Analyse ihrer Mus- 
keln 2 Stunden nach Einverleibung des Giftes getétet, als alle charakte- 
ristischen Vergiftungserscheinungen, wie sie von Riesser beschrieben 
worden sind, zur vélligen Entfaltung gekommen waren. In allen unseren 


Versuchen beobachteten auch wir eine bedeutende Steigerung der Korper- 
temperatur (von 38,5—42,0°). 


In der Tab. IV sind sieben Versuche mit Tetrahydro-/- 
Naphthylaminvergiftung wiedergegeben. 

Unsere Versuche bestatigten vor allem die Angaben von 
Riesser tiber die vom Tetrahydro-(-Naphthylamin hervor- 
gerufene Steigerung des Kreatingehalts der Muskeln. Bei uns 
aber war diese Steigerung keine so bedeutende wie sie Riesser 
beobachten konnte. Die weifen Muskeln ergeben im Durch- 
schnitt einen etwas geringeren Anstieg des Kreatins (etwa 8°/,), 
wiihrend der Kreatingehalt der roten Muskeln (M. Semitendi- 
nosus) um ein Bedeutendes zunahm (durchschnittlich 12 °/,). 





1) Diese Zs. Bd. 118, 8S. 281 (1921). 
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Nun wollen wir zu dem Lactacidogen iibergehen. In Ab- 
weichung von den Ergebnissen von Adam sahen wir an den 
weiBen Muskeln meist eine Abnahme der Werte, wobei 
diese Abnahme beinahe in allen Versuchen ziemlich bedeutend 
war (die Versuchstiere wiesen im Durchschnitt 0,272°/, des 
Lactacidogen gegeniiber 0,404°/, bei normalen Kaninchen 
auf). Der Gehalt an Lactacidogen war also im Durchschnitt 
auf 32°/, herabgesetzt. 

Der rote Muskel zeigte meistens eine viel geringere Ab- 
nahme der Lactacidogenwerte, meistens keine. Lactacidogen 
der roten Muskel erwies sich folglich auch gegen Tetrahydro- 
8-Naphthylamin viel weniger empfindlich als der weiBen, was 
sich vollstindig mit den von Embden und Isaak!) erwiesenen 
und von uns bestitigten Daten fiir den Phosphor sowie mit 
den Daten von Adam fiir Nagarafieber deckt, und auch mit 
den von Cohn’) bei der Muskelarbeit nachgewiesenen Ergeb- 
nissen harmoniert. 

Die Bestimmungen des Gehaltes von Muskeln an Krea- 
tinphosphorsiiure lieferten folgende Resultate. Bei den Ver- 
suchskaninchen war der M. Biceps stets reicher an Krea- 
tinphosphorsaéure als bei normalen Tieren; durchschnittlich 
stieg der Gehalt an Kreatinphosphorsiure bis 30°/,. Bei der 
Vergiftung stieg auch der Kreatingehalt, wie wir es bereits 
gesehen haben; der Prozentsatz der Zunahme war aber be- 
deutend geringer. Die Steigerung der Kreatinphosphorsiure 
war somit nicht nur absolut, sondern auch relativ, mit anderen 
Worten war bei den Versuchstieren ein bedeutend gréfSerer 
Prozentsatz des Kreatins mit Phosphorsiiure in Form der Krea- 
tinphosphorsiiure verbunden (durchschnittlich bis 35°/,) als es 
in der Norm vorkommt, wo im mittleren nur 26°/, des Ge- 
samtkreatins mit der Phosphorsiiure verbunden war. 

Der rote M. Semitendinosus lieB ebenfalls eine Steige- 
rung seines Gehaltes an Kreatinphosphorsiure er- 
kennen (vgl. Tab. III, Fig. 3), wobei diese Zunahme im 





~_—- 


qa. O. 
*) Diese Zs. Bd. 113, S. 253 (1921). 
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allgemeinen gréBer als im M. Biceps ist. Der Gehalt 
des roten Muskels an Kreatinphosphorsiiure erwies sich nim- 
lich durchschnittlich um 68°/, gesteigert (vgl. Fig. 3). 

Diese Resultate stehen in vollem Einklang zu den von 
uns hinsichtlich des Phosphors erzielten Ergebnissen. In 
beiden Fallen war der rote Muskel weniger stabil als der weiBe, 
in bezug zu den Veriinderungen seines Gehaltes an Kreatin- 
phosphorsiure. 

Unter EinfluB des Tetrahydro-8-Naphthylamins steigt in 
den roten Muskeln der Prozentsatz des gebundenen Kreatins 
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rig. 3. Vergleichende Zunahme des Kreatinphosphorsduregehalies im M. Biceps und 
M, Semitendinosus bei der Tetrahydro-f-Naphthylaminvergiftung. 


um ein Betriichtliches, d. h. Mm. Semitendinosi der Versuchs- 
tiere haben einen héheren Prozentsatz des an Phosphorsiiure 
gebundenen Kreatins als normale Kaninchen. 

Was aber die anorganische Phosphorsiure anbelangt, so 
sind ihre Werte bei den Versuchskaninchen sowohl in den 
weiBen als auch in den roten Muskeln erhébt. 

Wir sehen also, daB Tetrahydro-8-Naphthylamin den 
(sehalt der Muskeln an Kreatin und Kreatinphosphorsiure 
beeinfluBt. WeiBe und rote Muskeln reagieren nicht in 
gleichem MaBe. Im _ weifen Muskel ruft Tetrahydro - 9- 
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Naphthylamin eine schroffere Abnahme des Lactacidogens 
hervor, wihrend in bezug zur Kreatinphosphorsdure gerade 
das Entgegengesetzte zutrifft: Tetrahydro-f-Naphthylamin ruft 
nimlich einen stirkeren Effekt in der Kreatinphosphorsiure 
der roten Muskeln hervor. Dies laBt uns nochmals zu dem 
Schlusse gelangen, daB Kreatinphosphorsiure wahrscheinlich 
in der Dynamik der Muskeltitigkeit eine ganz besondere und 
bestimmte Rolle spielt, weswegen auch Muskeln, die ihrer funk- 
tionellen Tiitigkeit nach voneinander verschieden sind, auf ge- 
wisse Kinwirkungen mit diversen Anderungen ihres Gehaltes 


an Kreatinphosphorsiiure und ,,Lactacidogen“ beantworten. 


Zusammenfassung. 


1. Vergiftung mit groBen Dosen von Phosphor ruft eine 
starke Zunahme im Gehalt der weifen und roten Muskeln an 
Kreatinphosphorsiure und Kreatin, sowie eine Abnahme im 
Gehalt an ,,Lactacidogen“ hervor; diese Zunahme im Gehalt an 
Kreatinphosphorsiure ist im roten Muskel viel stirker aus- 
gepriigt als im weiBen. 

2. Die Phosphorvergiftung (mit groBen Dosen) erhéht den 
Prozentsatz des Kreatins, der mit Phosphorsiure verbunden 
ist, wie in weiBen Muskeln so auch in roten, und zwar in 
letzteren noch stiirker als in ersteren. 


3. Vergiftung mit kleinen Phosphordosen (chronische Ver- 
giftung) ruft eine Zunahme im Gehalt des roten Muskels an 
Kreatinphosphorsiure und eine Erhéhung des Prozentsatzes 
des mit Phosphorsiiure gebundenen Kreatins hervor; bei solcher 
Vergiftung blieb der Gehalt des weiBen Muskels an Kreatin- 
phosphorsiiure normal. 


4. Tetrahydro-f-Naphthylamin ruft eine Abnahme im Ge- 


halt des M. Biceps der Kaninchen an ,,Lactacidogen“ hervor; 


im M. Semitendinosus ist eine solche Abnahme weniger be- 
triichtlich. 


5. Tetrahydro-f-Naphthylamin steigert den Gehalt an 
Kreatinphosphorsiure sowohl im weiBen als auch im roten 
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Muskel, wobei diese Steigerung meist im roten Muskel bedeu- 
tender ist als im weiBen. 

6. Bei mit Tetrahydro-3-Naphthylamin vergifteten Kanin- 
chen erwies sich ein gré8erer Prozentsatz des Kreatins in Form 
von Kreatinphosphorsaure gebunden, als es bei normalen Kanin- 
chen der Fall ist. 

7. Die Muskeln (weiSe und rote), die ihrer funktionellen 
Tatigkeit nach voneinander verschieden sind, antworten aut 
gewisse Kinwirkungen mit diversen Anderungen ihres Gehaltes 
an Kreatinphosphorsiiure und ,,Lactacidogen“. 
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Naphthylamin eine schroffere Abnahme des Lactacidogens 
hervor, wihrend in bezug zur Kreatinphosphorsiure gerade 
das Entgegengesetzte zutrifft: Tetrahydro-8-Naphthylamin ruft 
nimlich einen starkeren Effekt in der Kreatinphosphorsiure 
der roten Muskeln hervor. Dies laBt uns nochmals zu dem 
Schlusse gelangen, daB Kreatinphosphorsiiure wahrscheinlich 
in der Dynamik der Muskeltitigkeit eine ganz besondere und 
bestimmte Rolle spielt, weswegen auch Muskeln, die ihrer funk- 
tionellen Tiatigkeit nach voneinander verschieden sind, auf ge- 
wisse Kinwirkungen mit diversen Anderungen ihres Gehaltes 
an Kreatinphosphorsiure und ,,Lactacidogen“ beantworten. 


Zusammenfassung. 


1. Vergiftung mit groBen Dosen von Phosphor ruft eine 
starke Zunahme im Gehalt der weiBen und roten Muskeln an 
Kreatinphosphorsiure und Kreatin, sowie eine Abnahme im 
Gehalt an ,,Lactacidogen“ hervor; diese Zunahme im Gehalt an 
Kreatinphosphorsiure ist im roten Muskel viel stirker aus- 
geprigt als im weiBen. 

2. Die Phosphorvergiftung (mit groBen Dosen) erhéht den 
Prozentsatz des Kreatins, der mit Phosphorsiure verbunden 
ist, wie in weiBen Muskeln so auch in roten, und zwar in 
letzteren noch stirker als in ersteren. 


3. Vergiftung mit kleinen Phosphordosen (chronische Ver- 
giftung) ruft eine Zunahme im Gehalt des roten Muskels an 
Kreatinphosphorsiure und eine Erhéhung des Prozentsatzes 
des mit Phosphorsiiure gebundenen Kreatins hervor; bei solcher 
Vergiftung blieb der Gehalt des weiBen Muskels an Kreatin- 
phosphorsiiure normal. 


4. Tetrahydro-8-Naphthylamin ruft eine Abnahme im Ge- 


halt des M. Biceps der Kaninchen an ,,Lactacidogen“ hervor; 


im M. Semitendinosus ist eine solche Abnahme weniger be- 
triichtlich. 


5. Tetrahydro-f-Naphthylamin steigert den Gehalt an 
Kreatinphosphorsiure sowohl im weiBen als auch im roten 
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Muskel, wobei diese Steigerung meist im roten Muskel bedeu- 
tender ist als im weiBen. 

6. Bei mit Tetrahydro-$-Naphthylamin vergifteten Kanin- 
chen erwies sich ein gré8erer Prozentsatz des Kreatins in Form 
von Kreatinphosphorsiure gebunden, als es bei normalen Kanin- 
chen der Fall ist. 

7. Die Muskeln (weiSe und rote), die ihrer funktionelle» 
Tatigkeit nach voneinander verschieden sind, antworten aul 
gewisse Kinwirkungen mit diversen Anderungen ihres Gehaltes 
an Kreatinphosphorsiiure und ,,Lactacidogen“. 
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Uber die Spaltung des Lactacidogens 
bei der Muskelkontraktion. 
Von 
G. Embden und H. Jost. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1928.) 


In einer Reihe von Untersuchungen konnte gezeigt werden, 
daB die Skelettmuskulatur verschiedener Tierarten Hexose- 
phosphorsiure enthalt, die das charakteristische Phenylhydrazin- 
salz des Osazons einer Hexosemonophosphorsiure liefert. Diese 
Verbindung wurde als vollkommen identisch mit jener Osazon- 
verbindung erkannt, die aus der bei der Hefegirung entstehen- 
den Hexosediphosphorséure gewonnen werden kann. Da bei 
der Osazonbildung aus Hexosediphosphorsaure, wie von Young?) 
gezeigt wurde, eines der Phosphorsiuremolekiile abgespalten 
wird, gab die Reindarstellung der Osazonverbindung keinen 
Aufschlu8 dariiber, ob in der Muskulatur eine Hexosediphos- 
phorsiure oder eine Hexosemonophosphorsiure vorgebildet ist. 
Erst durch kiirzlich veréffentlichte Untersuchungen?) konnte 
die Frage fir die Kaninchenmuskulatur in dem Sinne ent- 
schieden werden, daB in der lebensfrischen Muskulatur nur 
' Hexosemonophosphorsaure praformiert ist, trotzdem in friitheren 
Versuchen *) sich ergeben hatte, daf Muskelbrei von frisch ge- 





1) W. J. Young, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 177 (1911). 

*) G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 114 
(1927). 

5) G. Embdenu. M. Zimmermann, Diese Zs, Bd.141, 8.225 (1924), 
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téteten Kaninchen unter der Einwirkung von Fluorionen reich- 
lich Hexosediphosphorsiture aufzubauen vermag. 

Schon friihzeitig haben wir uns bemiiht, die in verschieden- 
artigen Muskeln vorhandene ,,Lactacidogen“menge zu bestimmen. 
Wir gingen hierhei von der Voraussetzung aus, da8 unter be- 
stimmten Versuchsbedingungen — Stehenlassen der zerkleinerten 
Muskulatur wihrend 2 Stunden in 2°/, iger Natriumbicarbonat- 
lésung bei einer Temperatur von 38—40° —, unter denen die 
Bildung von anorganischer Phosphorsiure praktisch zum Ab- 
schluB kommt, lediglich das Lactacidogen gespalten wird. 
Tatsiichlich konnten wir unter den damals bekannten organischen 
Phosphorséureverbindungen des tierischen Organismus keine 
einzige finden, die frischem MuskelpreBsaft zugesetzt eine Ver- 
mehrung der anorganischen Phosphorsiiure herbeifiihrt. Ledig- 
lich Hexosediphosphorsiure aus Hefe bewirkte eine derartige 
Vermehrung der Phosphorsiurebildung und gleichzeitig eine 
soleche der Milchsiiurebildung, und gerade diese 'atsache ver- 
anlaBte uns, nach einer Kohlenhydratphosphorsiure als gemein- 
samer Muttersubstanz der im PreBsaft auftretenden Phosphor- 
siure und Milchsiure zu suchen, zumal sich in der iberwiegen- 
den Mehrzahl der Versuche*) ein sich der Aquimolaritiit 
niherndes Verhaltnis der Bildung beider Siuren ergab. 

Wenngleich diese Versuche schilieBlich erfolgreich waren 
und auch die Bestimmung der abspaltbaren Phosphorsiure- 
menge an biologisch verschiedenen Muskelarten zur Aufdeckung 
charakteristischer Unterschiede fiihrte, kann die damals an- 
gewandte Methode der Bestimmung sowohl der anorganischen 
Phosphorséure wie auch der Lactacidogenphosphorsiiure an- 
gesichts des unterdessen erfolgten Fortschrittes unserer Kennt- 
nisse heute nicht mehr als einwandfrei betrachtet werden. 

Durch die Entdeckung des Phosphokreatins*), das in der 
stark sauren Lésung, wie sie bei der Vorbereitung und Durch- 


1) G. Embden, W. Griesbach u. E. Schmitz, Zs. physiol. Chem. 
Ba. 93, S. 1 (1914). 

*) C. H. Fiske u. G. Subbarow, Science Bd. 65, S. 401 (1927); 
Ph. Eggleton u. G. P. Eggleton, Biochem. Jl. Bd. 21, 8.190 (1927); 
dieselben Jl. of Physiol. Bd. 63, S. 155 (1927). 
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fihrung der Phosphorsiurebestimmung in unseren Versuchen 
zur Anwendung gelangte, quantitativ gespalten wird, wurde es 
zur GewiBheit, daB die von uns ermittelten Werte fir die 
anorganische Phosphorsiure ebenso wie die samtlicher friiherer 
Autoren wesentlich zu hoch waren. Wegen der quantitativen 
Spaltung des Phosphokreatins bei der Verarbeitung sowohl 
der frischen Muskulatur (A-Werte) wie der unter den oben 
geschilderten Bedingungen exponierten Muskulatur (B-Werte) 
waren die von uns als Differenzen der A- und B-Bestimmungen 
ermittelten Lactacidogenphosphorsiiurewerte an sich nicht un- 
richtig; vielmehr war fiir die Méglichkeit einer derartigen 
Differenzbestimmung die vollstindige Spaltung des Phospho- 
kreatins geradezu Voraussetzung. 

Die Ursachen fiir die Unzulinglichkeit unserer Lactacidogen- 
bestimmungsmethode waren andere. 

Schon seit einer Reihe von Jahren befriedigte uns diese 
Methode schon deswegen nicht mehr, weil die Lactacidogen- 
spaltung durch die Anwesenheit oder das Auftreten teils be- 
kannter, teils wohl noch unbekannter Ionen wahrend der 
Exposition weitgehend gehemmt werden kann. Namentlich 
muBte der Befund Deutickes’), daB& die wihrend der Ex- 
position oft in groBen Mengen auftretende Milchsiure eine 
starke derartige Hemmungswirkung ausiibt, ja bisweilen jegliche 
Spaltung hintanhalten kann, den Wunsch nach einer verlif- 
licheren Lactacidogenbestimmungsmethode rege werden lassen. 

Die Auffindung der Adenosinphosphorséure als _ eines 
regelmaBig in reichlicher Menge vorkommenden Muskelbestand- 
teils und die Erkenntnis, daB die Anionen dieser Saiure?) in 
noch viel héherem Ma8e als diejenigen der Muilchsiure die 
Abspaltung von Orthophosphorsiure hemmen und sogar ein 
starkes Verschwinden von Orthophosphorsiure bewirken kénnen, 
befestigte in uns die Uberzeugung von der Unzuverlissigkeit 
unserer Methode zur Bestimmung der Lactacidogenphosphor- 
sure. 





1) H. J. Deuticke, Zs. physiol. Chem. Bd. 141, 8. 196 (1924). 
*) E. Lehnartz, Klin. Wehschr. Jahrg. 7, Nr. 26, S. 1225 (1928). 
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Die in noch unverdffentlichten Untersuchungen gefundene 
Tatsache, daB die Adenosinphosphorsiure unter den Be- 
dingungen des B-Versuchs Hypoxanthosin bildet, beweist, dab 
auch die Adenylsiure selbst waihrend der Exposition Ortho- 
phosphorsaure liefern kann. 

Nétigten schon die bisher mitgeteilten Befunde zur Aufgabe 
unserer alten Lactacidogenbestimmungsmethode, so wurde das 
Bediirfnis nach einer zuverliissigen neuen Methode um so 
stirker, als vor kurzem Lohmann!) die Entdeckung von 
Pyrophosphorsiure als eines in erheblicher Menge vorkommen- 
den Muskelbestandteils und gleichzeitig das Vorhandensein 
eines pyrophosphorsiurespaltenden Fermentes mitteilte. 

Nunmehr mu ohne weiteres zugegeben werden, daf die 
friiher beschriebene Vermehrung der anorganischen Phosphor- 
siiure bei der Exposition zum Teil auf fermentativer Spaltung von 
Pyrophosphorsiure in Orthophosphorsiure zuriickzufihren ist. 
Dariiber hinaus muBte es zweifelhaft erscheinen, ob die von uns 
unter verschiedenen Bedingungen bei der Muskeikontraktion be- 
obachtete Vermehrung der anorganischen Phosphorsiiure durch 
Spaltung von Lactacidogen oder von Pyrophosphorsiure oder 
auch von beiden Substanzen zustande kommt. 

Zur Entscheidung dieser Frage war es vor allem notwendig, 
eine brauchbare Bestimmungsmethode fiir das Lactacidogen zu 
schaffen. Schon vor mehreren Jahren hatten Embden und Jost 
versucht, die reduzierenden Ejigenschaften des Lactacidogens 
zur Grundlage einer derartigen Bestimmungsmethode zu machen, 
diese Bemiihungen aber angesichts der zunichst sich bietenden 
Schwierigkeiten und uns noch dringender erscheinender Aufgaben 
nicht weiter verfolgt. Erst nachdem uns die Auffindung der 
Pyrophosphorsiure bekannt geworden war, wurden die alten 
Versuche wieder aufgenommen. 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird eine auf diesen 
ilteren Untersuchungen fuBende, von Jost ausgearbeitete Lact- 
acidogenbestimmungsmethode mitgeteilt; im zweiten Teil wird 





1) K. Lohmann, Naturwissenschaften 16. Jahrg., Heft 17, S. 298 
(1928). 
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dann an der Hand dieser Methodik der Nachweis der rever- 
siblen Lactacidogenspaltung im Augenblick der Muskelkontrak- 
tion unter den friiher von Embden und Lawaczeck?) ge- 
wiihlten Bedingungen des physiologischen Versuchs gefiihrt. 


Methodik. 


Das Prinzip der Methode beruht auf der Tatsache, dag 
das Lactacidogen auch aus verdiinnter waBriger Liésung, die 
Magnesiumionen im UberschuB enthilt, durch Zusatz einer 
bestimmten Menge ammoniakalischen Alkohols quantitativ ge- 
fallt wird, wihrend andere reduzierende Substanzen, namentlich 
Zucker, von vornherein in Lésung bleiben oder durch Um- 
fallung leicht beseitigt werden kénnen. Nach Beseitiguug aller 
reduzierenden Beimengungen erfolgt schlieBlich die Bestimmung 
des Lactacidogens im Niederschlage durch Reduktion unter 
Anwendung des Mikroverfahrens nach Hagedorn-Jensen.?) 

DaB bei der weiter unten im einzelnen geschilderten 
Arbeitsweise eine vollkommen quantitative Ausfallung des Lact- 
acidogens in den in Frage kommenden geringen Konzentrationen 
erreicht wird und daB hierbei die im Muskel vorhandenen redu- 
zierenden Zucker nicht mitgefallt werden, geht aus folgenden 
Versuchsbeispielen hervor, die einer gréBeren Reihe gleich- 
artiger Ergebnisse entnommen sind. 

Eine Lésung”), die 0,0217°), Lactacidogen enthielt, ergab 


einen Reduktionswert von. . . . . «. «~~ « 0,0099 °/, 4) 
Eine Lésung, die 0,0217°/, Lactacidogen und 0,030°/, Glucose 

enthielt, ergab einen Reduktionswert von . . . . 0,0098°, 
Kine Lésung, die 0,0108°/, Lactacidogen enthielt, ergab einen 


Reduktionswert'yon . . . : . «+» « «= + » « O@OBO°%, 


1) Biochem. Zs. Bd. 127, S, 181 (1922). 

*) Biochem. Zs. Bd. 135, 8. 46 (1923). 

*) Bei diesen analytischen Bestimmungen wurden immer, ebenso 
wie bei der spiiteren Anwendung der Methode, 2 cem der Lisung bzw. 
des Muskelfiltrates verwendet. Um ihnliche Fallungsbedingungen, wie 
sic im Muskelfiltrat gegeben sind, zu schaffen, war den Analysenfliissig- 
keiten immer 0,05°/, Orthophosphorséiure und 0,05°/, Pyrophosphorsiiure 
zugesetzt. 

4) Reduktionswert auf Traubenzucker berechnet. 


el 
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Eine Loésung, die 0,0108°,, Lactacidogen und 0,030°/, Glucose 

enthielt, ergab einen Reduktionswert von . . . + 0,0050°, 
Eine Loésung, die 0,050°/, Glucose enthielt, ergab den 

Leerwert. 

Kine Lésung, die 0,050°/, Maltose enthielt, ergab ebenfalls 

den Leerwert. 

Auch diejenigen im Muskel vorhandenen Substanzen, die 
erst nach Hydrolyse reduzieren, wie Glykogen und vor allem 
die Adenylsiure, stéren die Lactacidogenbestimmung nicht. So 
ergab eine Lisung. die 0,010°/, Glykogen enthielt, den Leer- 
wert, ebenso eine Adenylsiurelisung von 0,050°/,; beide Sub- 
stanzen beeinflussen die Reduktionswerte gleichzeitig vorhan- 
denen Lactacidogens nicht. 

Die in reinen Lactacidogenlésungen direkt (d. h. ohne 
Fallung) ermittelten Reduktionswerte stimmen mit denjenigen, 
die bei Verwendung der gleichen Lésungen in den nach der 
unten gegebenen Vorschrift gewonnenen Niederschligen erhalten 
werden, vollig iiberein. 


von 2 cem einer Lactacidogenlésung von 


Die Titrationsdifferenz betrug bei Verwendung {oi 
0,0102°/, 


Die Titrationsdifferenz betrug, in den hieraus — 
gewonnenen Niederschligen ermittelt 


Die Titrationslésung betrug in einer Lact- 1,10 | iia ammeaiiacnis 
‘ “grr ~s 


acidogenlésung von 0,0217°/, | 
Die Titrationsdifferenz betrug in den Nieder- en 


schligen aus der gleichen Lisung 1,12 com n-200 Na,S,0, 


SchlieBlich haben wir die Reduktion des Lactacidogens 
in reinen Lésungen verschiedener Lactacidogenkonzentrationen 
bestimmt und sie mit dem Reduktionswert der Glucose ver- 
glichen. Dabei begniigten wir uns nicht mit der bei der ur- 
spriinglichen Hagedorn-Jensenschen Methode méglichen Be- 
stimmungsbreite, sondern haben ein etwas abgeindertes Ver- 
fahren angewendet, mit dem 2?/,mal gréBere Zuckermengen 
bestimmt werden kénnen. Es ergab sich, daB der spezifische 
Reduktionswert des Lactacidogens ziemlich genau um }?/, 
kleiner ist, als der in ihm enthaltenen Hexose entspricht. In 
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den untersuchten Konzentrationen ist also der Reduktionswert 
einer bestimmten Zuckermenge mit demjenigen einer Lactaci- 
dogenmenge identisch, die 1,5 mal soviel Hexose enthilt. 
Dies geht ohne weiteres aus folgenden Versuchen hervor. 

Bei Verwendung einer Lactacidogenlésung, die im Kubikzentimeiter 


0,33 mg Lactacidogen-Barium = 0,15 mg Lactacidogenhexose enthielt, 
wurden nach der Reduktion verbraucht: 


Fiir 1 cem 4,44 cem n-200 Na,S,0, 


”? 2 ? 3,85 9 ” Ps 
? 4 ” 2,65 9 9 9 
» 9 5, 2,12 ,, % P 
” 6 ”? 1,52 7 9 9 


Bei Verwendung einer Zuckerlésung, die im Kubikzentimeter 
0,10 mg Glucose enthielt, wurden nach der Reduktion verbraucht: 


Fiir 1 cem 4,42 eem n-200 Na,S,0O, 
7» 2 » 3,84 ,, 9 


>] 6 ” 1,54 9 


Man kann also die fir die Bestimmung der Glucose 
geltende Reduktionstabelle nach Hagedorn-Jensen nach 
Multiphkation mit dem Faktor 1,5 auch zur Berechnung der 
im Lactacidogen gebundenen Hexose benutzen. Die Lactaci- 
dogenphosphorsiure und das Lactacidogen kénnen nattirlich 
durch einfache Umrechnung aus der unmittelbar bestimmten 
Lactacidogenhexose berechnet werden. 

Bevor wir zur Schilderung der von uns angewendeten 
Methodik im einzelnen iibergehen, sei noch auf einen Umstand 
hingewiesen, der fiir die verlustlose Fillung und Umfillung 
der in Betracht kommenden aufcrordentlich kleinen Lactaci- 
dogenmengen besonders wichtig ist. In der schwach alkali- 
schen Fliissigkeit miissen, wie schon erwahnt, Magnesiumionen 
im Uberschu8 vorhanden sein, damit beim Zusatz des am- 
moniakalischen Alkohols eine gewisse Menge Magnesiumhydr- 
oxyd mitgefaillt wird. Dadurch wird der an sich minimale, 
das Lactacidogen enthaltene Niederschlag voluminéser und 
erhalt zugleich eine gelatindse Beschaffenheit, so daB bei vor- 
sichtigem Arbeiten kaum Verluste eintreten kiénnen. Anderer- 
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seits mu aber die Menge des mitgetillten Magnesiumhydr- 
oxyds begrenzt bleiben, da sonst die gegen Alkalititsveriinde- 
rungen empfindliche Reduktionsmethode gestért werden kann. 


Unsere Arbeitsweise ist im einzelnen folgende: 1—2 g der in 
fliissiger Luft zerstoBenen Muskulatur werden in 50 cem-Erlenmeyer- 
kélbchen eingefillt, die mit 8—10 ccm Fillungsfliissigkeit versehen ana- 
lytisch gewogen sind. Als VerschluB dient ein Gummistopfen. Die 
Zusammensetzung der Fallungsfliissigkeit haben wir so gewiihlt, daB bei 
nicht zu groBer Siiurekonzentration eine quantitative Extraktion der 
siureléslichen Phosphorverbindungen gewihrleistet ist; die von uns ver- 
wendete Lésung enthalt 5°/, Trichloressigsiiure und 1°/, Salzsiiure. Das 
genaue Gewicht der eingefiillten Muskelmenge wird durch eine zweite 
analytische Wiigung der Erlenmeyerkélbchen ermittelt. Nach minde- 
stens 12 Stunden langem Stehen wird der Inhalt im Kélbchen zentri- 
fugiert.') 

(Zur gravimetrischen Bestimmung der anorganischen Phosphor- 
siiure werden von der eiweiBfreien klaren Fliissigkeit 2 cem in kleine 
Kélbchen abpipettiert, die mit Filtern versehen sind, um eventuell auf- 
gewirbelte EiweiBteilchen zuriickzuhalten. Die hierbei benutzten Filter 
werden mit 16 eem Wasser ausgewaschen. Bei der dann spiiter erfol- 
genden Fillung der Phosphorsiure als Strychnin—Phosphomolybdat wird 
entsprechend der urspriinglichen Vorschrift?) zu der etwa 18 cem betra- 
genden Filtratmenge '/, Volumen = 6 cem Strychnin—Moly bdiin-Salpeter- 
siuregemisch gegeben.)’) 

Das gesamte iibrige Muskelfiltrat wird mit analysenreiner trockner 
Magnesia usta bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt und das 
iiberschiissige Magnesiumhydroxyd zusammen mit dem teilweise aus- 
fallenden Phosphat in mit Gummistopfen verschlossenen Zentrifugen- 
glisern abzentrifugiert. Von der klaren iiberstehenden Fliissigkeit werden 
alsdann zweimal 2cem in geeignete Zentrifugengliser‘*) abpipettiert, 
dazu zuniichst 5 cem absoluten Alkohols gegeben und schlieBlich 5 cem 
einer Alkoholmischung, die auf 1 Liter absoluten Alkohols 20 cem 25 °%/, 
Ammoniak und 2 g Ammonchlorid enthalt, Dabei bewirkt der kriftige 
Strahl, in dem der Alkohol ausgeblasen wird, eine sofortige griindliche 





1) Wihrend des Zentrifugierens sind die Zentrifugengliiser mit 
einem geeigneten Gummistopfen verschlossen. 

2) G. Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 138 (1921). 

3) Iie Filtration des Niederschlages erfolgt in Porzellanfiltergeriiten 
der Staatl. Porzellanmanufaktur Berlin. 

4) Als besonders zweckmiBig erwiesen sich hier kriaftige, mit 
starkem Schliffdeckel versehene Zentrifugengliser, die so geformt sind, 
daB8 ein diinner Glasstab bis an die Spitze vordringen kann. 
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Durchmischung der Fliissigkeit. Sofort nach Zugabe des Alkohols tritt 
eine wolkige Triibung ein, die sich bei zweistiindigem Stehen im Eis- 
schrank zu einem leicht zentrifugierbaren Niederschlage absetzt. Dic 
kiare alkoholische Fliissigkeit wird durch einfaches AusgieBen abgetrenut 
und der zusammenhaftende Zentrifugierriickstand mit 2 cem Wasser aut- 
gerithrt. Dann erfolgt die Fiallung wieder wie vorher unter Zugabe von 
5 cem Alkohol absolutus und 5 cem Ammoniak—Alkohollésung. Nach aber- 
maligem zweistiindigen Stehen im Eisschrank wird der Niederschlay 
wieder abzentrifugiert, die alkoholische Fliissigkeit abgegossen und der 
Rand der Zentrifugengliser mit Spritzflasche und Filterpapier sorgfiiltig 
gereinigt. 

Die Zentrifugenrdhrchen kommen dann in einen Vakuumexsiccator, 
der mit konz. Schwefelsiure beschickt ist und eine Schale mit trocknem 
Natriumhydroxyd zur Absorption méglicherweise entstehender Schwefel- 
dioxydspuren enthilt. Die Evakuierung des Exsiccators mit der Wasser- 
strahlpumpe wird zur raschen Entfernung der Hauptmenge des Alko- 
hols ohne Inanspruchnahme der konzentrierten Schwefelsiiure noch 
eine Zeitlang fortgesetzt, wenn auch das Manometer keine weitere Kr- 
niedrigung des Druckes mehr anzeigt. Nach 4—5 Stunden wird der 
vollig trockne alkoholfreie Zentrifugierriickstand, der das Lactacidogen 
quantitativ enthilt, mit 2 ccm n/10-Salzsiure aufgelést, die klare Fliissig- 
keit nach Zugabe von 2ccm Wasser in 50 eem-Erlenmeyerkélbchen 
iibergegossen und die Zentrifugenréhrchen zuniichst mit 4eem n/20-Na,CQ,- 
Lisung, dann nochmals mit 4 cem Wasser nachgespiilt, so daB die 
Kochkélbchen schlieBlich insgesamt 12 cem einer klaren, fast neutralen 
Fliissigkeit enthalten. Dann wird darin die Reduktion genau in der 
von Hagedorn und Jensen angegebenen Weise bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 


Mittels der eben geschilderten Methodik haben wir zunichst eine 
Reihe von Vergleichsbestimmungen an den beiderseitig gleichartig be- 
handelten Gastrocnemien eines oder mehrerer Frésche vorgenommen. 
Zur Verwendung kamen drei verschiedene Froschsendungen, die in den 
Tabellen mit T,, E, und E, bezeichnet sind.') In den am Morgen nach 
dem Versuch gewonnenen klaren und eiweiffreien Muskelextrakten 
wurden das Lactacidogen und die anorganische Phosphorsiiure (ein- 
schlieBlich derjenigen aus Phosphokreatin) genau in der oben geschil- 
derten Weise bestimmt. 





1) Bei der Sendung T, handelte es sich um mittelgrobe Tempo- 
rarien, bei der Sendung E, um besonders gro8e, bei der Sendung E, 
um kleine Eskulenten. 
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Tabelle I. 


Vergleichsbestimmungen am rechten und linken 
Gastrocnemius. 


A. Ohne vorherige Reizung. 
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1 2 
Datum, 
Nr Zahl und Art 


der Muskeln 


9. 8. 1928 
1 E, 
je 1 Gastroenemius 


14, 8. 1928 
T, 
je 2 Gastrocnemien 


3 





Anorganische 
Phosphorsiaure 


in Prozenten der Muskulatur 


0,320 


0,319 





14. 8. 1928 
3 7. 
je 1 Gastrocnemius 








\ 





0,266 








4 


5 





Tacheeitiaiees 
hexose 


0,0266 76 | 0902 





Lactacidogen- 
phosphorsaure 














0,0274 


0,0272 





B. Nach 5 Sekunden Tetanus und 30 Sekunden Erholung. 














ee 





\ 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIX 


4 ‘i 0,0679 iy 
9. 8. 1928 0,303 0.0679 0,0679 0,0870 
je 1 Gastrocnemius 0.303 mere } oe 0,0692 0.0377 
. 0,0696 n : 
: 1928 0,282 — } 0,09 0,0915 0,049 
| 14. 8. 0,282 0,0915 15 0498 
5 7; 
je 1 Gastrocnemius 0,280 wrens } 0,08 0.0 0.0479 
: ” 0,0889 J ©? , 
0,0734 
21. 8. 1928 0,287 0,0734 0,0400 
je 1 Gastrocnemius 0.285 agitator 728} 0746 0.0406 
- 0,0738 : 
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Die Ubereinstimmung der Lactacidogendoppelbestimmungen war 
hier wie bei den iibrigen im folgenden zu schildernden Versuchen immer 
eine so vollkommene, wie bei der direkten Reduktionsbestimmung reiner 
Zuckerlésungen. Der Berechnung des Versuches wurde jeweils das 
arithmetische Mittel dieser Doppelbestimmungen zugrunde gelegt. 

In drei Versuchen wurden die beiderseitigen Muskeln in der friiher 
von Embden und Lawacezeck geschilderten Weise an Elektroden auf- 
gehiingt und unmittelbar danach in fliissige Luft versenkt, wobei durch 
den Kiltereiz jedesmal deutliche Kontraktion eintrat. 

In der Vertikalreihe 3 der Tab. 1 sind untereinander die gefun- 
denen Mengen anorganischer Phosphorsiiure (einschlieflich Phospho- 
kreatinphosphorsiiure) wiedergegeben; die Ubereinstimmung der gefun- 
denen Phosphorsiurewerte ist in den Versuchen 1 und 2 eine fast 
vollkommene (Differenzen 1°/, oder weniger). In Versuch 3 betriigt 
der Unterschiede etwas mehr als 2°/,. Auch die beiderseitigen Lact- 
acidogenbestimmungen stimmen befriedigend miteinander iiberein, wenn- 
gleich der in Vertikalreihe 4 auf die Muskulatur berechnete Prozent- 
gehalt an Lactacidogenhexose in den beiderseitigen Muskeln etwas 
stiirker voneinander abweicht, als die links davon im einzelnen auf- 
gefiihrten Doppelbestimmungen aus ein und demselben Filtrat. In 
Reihe 5 ist aus dem Lactacidogenhexosewert der Reihe 4 die Lactaci- 
dogenphosphorsiiure als H,PO, berechnet. 

In den Versuchen 4—6 wurden beide Muskeln zunichst 5 Se- 
kunden lang tetanisch gereizt, sie erholten sich dann 30 Sekunden und 
wurden jetzt in fliissige Luft eingetaucht. Im Gegensatz zu den ohne 
vorherige Reizung verarbeiteten Muskeln zeigten sie entweder keine oder 
doch nur ganz geringfiigige Kontraktionserscheinungen. Auch bei dieser 
Anordnung stimmen die beiderseitigen Werte fiir die anorganische Phos- 
phorsiiure fast vollkommen und auch die fiir das Lactacidogen weit- 
gehend iiberein. 


Nachdem wir so festgestellt hatten, daB bei gleichartiger 
Vorbehandlung beider Gastrocnemien eines Frosches annihernd 
gleiche Lactacidogenwerte erhalten werden, haben wir die 
friiher von Embden und Lawaczeck beschriebenen Versuche, 
in denen zuerst die Abspaltung von anorganischer Phosphor- 
siiure wihrend ganz kurz dauernder Reizung nachgewiesen 
wurde, unter Anwendung der neuen Bestimmungsmethode 
wiederholt. 


In den 14 Versuchen der Tab. II wurde der als A_ bezeichnete 
Muskel nach der Befestigung an den Elektroden in fliissige Luft ver- 
eenkt und so gleichzeitig wie méglich mit starkem, faradischem Strom 
gereizt, wobei die maximale Kontraktion erst in der fliissigen Luft ein- 
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Tabelle II. 
2 sie) s be | ete | wl m i 
a TL Minder- 
Anorganische Lactacidogen- Lactacidogen- | vehalt d. 
Datum Phosphorsiure hexose phosphorsiiure Musk. A 
Art der Tiere sek SAREE Galante eee aa aed 
d Muskeln Diffe- | Diffe- | odes j 
- A B  renz A B A B | renz | ,° fa ad 
A-—B 5 ry be sere 
| _ | ht Wertes 
in Prozenten der Muskulatur 
21.7, 28 | } 
1 E, je 4 Gastrocn. 0,0360 0,0551 0,0196 0,0300 0,0104 34,7 
| 21.7. 28 | | | | 
9/1, je 4 Gastrocn.}0,3310 0,3037 0,0273]0,0398 0,0555]0,0217 0,0302 0,0085} 28,2 
24.7. 28 | | | | 
3| E, je 1 Gastroen. |0,2612 0,2489 0,012310,0268 0,0505]0,0146 0,0275 0,0129) 46,9 
| | | 
24, 7. 28 | | | | 
4! E, je 1 Gastroen. {0,2509 02511 0 0,0283 | 0,0581}0,0154 0,0316 0,0162} 51,3 
30. 7. 28 | | 
5| E, je 1 Gastroen. 0,0687 |0,0688]0,0374'0,0375 0 0 
6) K, je 1 Gastron. |0,2957 0,2872 0,0085]0,0544 | 0,0808}0,0296 (0,0140 00144) 32,7 
| 2. 8. 28 | | 
‘7| E, je 1 Gastroen. 0,0248 | 0,0555]0,0135 0,0302 0,01671 55,3 
|| 2.8.28 | | 
8; E, je 1 Gastrocn. |0,2748 0,2538 0,0210]0,0199 | 0,0376]0,0108 0,0205 0,0097| 47,3 
} 
li} 4. 8. 28 | | 
19) L, je 1 Gastrocn. |0,2834 0,2713 0,012110,0412 | 0,0498]0,0224 0,0271 0,0047} 17,3 
| 7, 8. 28 | | | 
10) L, je 1 Gastroen. {9,3044 0,2766 0,0273}0,0321 | 0,0520]0,0175 0,0283)0,0108} 38,2 
} | | 
| 7. 8. 28 | | 
It] E, je 1 Gastroen. 0,2938 0,2783 0,0155]0,0198 | 0,0414]0,0108 0,025 0,0117 52,0 
| 13, 8, 28 | | | 
12) I’, je 3 Gastroen. [0,269 (0,275 -0,006]0,0481 aie 0,0262 ingens iia 24,3 
i} 18.8, 28 | | | | 
\3| T, je 3 Gastrocn. |0,289 (0,275  0,014]0,0450 | 0,0729 0,0245 0,0397/0,0162] 38,3 
| 15. 8. 28 | | | 
£ T, je 2 Gastroen. }0,263 (0,246 0,017}0,0311 |0,0578 0,0169 0,0315 0,0146 46,3 
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trat. Der Reizstrom unterbricht sich hierbei durch ‘das Gefrieren in 
fliissiger Luft selbst. Die Muskeln B wurden mit etwas schwiicherem, 
aber ebenfalls maximal wirksamem Strom wiahrend 5 Sekunden faradi- 
siert und nach einer Erholungspause von 30 Sekunden in fliissige Luft 
versenkt. Die Muskeln A kontrahierten sich auch ohne elektrischen 
Reiz durch den Kiltereiz der fliissigen Luft und warden in stark kon- 
trahiertem Zustande fixiert; die Muskeln B waren durch die voran- 
gegangene ermiidende Reizung geradeso wie in den fritheren Versuchen 
von Embden und Lawaezeck fii den Kiiltereiz der fliissigen Luft 
unempfindlich oder zeigten in wenigen Fallen nur eine an den Schreib- 
hebeln gerade feststellbare Kontraktion, sie erfroren also in erschlafftem 
Zustande. In den A- und B-Muskeln wurde dann neben dem Lactacidogen 
nach der oben beschriebenen Methode auch die anorganische Phosphor- 
siure (richtiger die Summe der anorganischen und der Phosphokreatin- 
phosphorsiure) bestimmt. 


Die Werte fiir die Lactacidogenhexose gehen aus den Reihen 6 und 
7 der Tab. If hervor; die daraus berechneten fiir die Lactacidogenphos- 
phorsiiure aus den R:ihen 8 und 9. Die in den Reihen 6 und 7 an- 
gegebenen Werte sind als arithmetische Mittel von Doppelbestimmungen 
berechnet, die ebenso wie diejenigen der Tab. I gut tibereinstimmten. 
Betrachtet man zuniichst die Werte fiir die anorganische Phosphorsiure 
(Reihen 3—5), so erkennt man, daB von 11 Versuchen 9 mal der im Kon- 
traktionszustand fixierte Muskel A einen héheren Phosphorsiiuregehalt 
aufwies als der im erschlafften Zustande fixierte Muskel B. Nur in einem 
dieser Versuche (Versuch 6) niihert sich der Mehrgehalt des A Muskels 
den Fehlergrenzen der Bestimmung. Demgegeniiber ist einmal (Ver- 
such 4) ein Unterschied in der anorganischen Phosphorsiure iiberhaupt 
nicht erkennbar, und der Ausfall eines weiteren Versuches (Versuch 12) 
ist ein iihnlicher; hier ist nimlich ein ganz geringfiigiger, kaum auBer- 
halb der Fehlergrenze der Bestimmung liegender Mehrgehalt des 
B-Muskels vorhanden. Diese Ergebnisse bilden also eine vollkommene 
Bestiitigung der friiher von Embden und Lawaczeck gewonnenen 
Resultate. 


In 14 Versuchen wurden Lactacidogenbestimmungen vor- 
genommen. Sie hatten 138mal das Ergebnis, daB im Muskel B 
der Lactacidogengehalt ein héherer als im Muskel A war, 
wobei die gefundenen Unterschiede bis auf wenige Versuche 
sehr betrichtlich waren. In Versuch 7 betrug dieser Unter- 
schied auf den Muskel bezogen nahezu 0,017°/, und der Gehalt 
des im kontrahierten Zustande fixierten A-Muskels war mehr- 
fach auf weniger als die Hilfte des im erschlafften Zustande 
verarbeiteten B-Muskels vermindert. Nur in Versuch 5 konnten 

















Uber die Spaltung des Lactacidogens bei der Muskeikoutraktion. 37 


wir keinen Unterschied im beiderseitigen Lactacidogengehalt 
feststellen. 

Die von KEmbden und Lawaczeck aus ihren Versuchen 
gezogene SchluBfolgerung, da ein miglichst bald nach Hintritt 
der Kontraktion in fliissiger Luft fixierter Muskel weniger Lact- 
acidogen enthalt als ein Muskel, der nach einer unmittelbar 
vorangegangenen, ermiidenden Reizung in erschlafitem Zustande 
fixiert wird, bleibt also durchaus zu Recht bestehen. 

Die nach dem neuen Verfahren gewonnenen absoluten 
Lactacidogenwerte sind zwar sehr viel geringer, als die nach 
der zu Kingang dieser Arbeit erwahnten alten Methode er- 
haltenen, und auch die auf die Muskulatur berechneten Unter- 
schiede im Lactacidogengehalt des A- und B-Muskels liegen 
zum ‘T'eil unter den entsprechenden aus den Angaben von 
EKEmbden und Lawaczeck und den Zahlen der Stibe 3 und 
4 der Tab. Il berechenbaren Differenzen der anorganischen 
Phosphorsiure. Sehen wir die im erschlafiten B-Muskel ge- 
fundenen Lactacidogenwerte als Ruhewerte an, so wird aber 
von dem von vornherein im Muskel vorhandenen Lactacidogen 
wihrend der kurzdauernden Kontraktion des A-Muskels ein 
sehr erheblicher Anteil gespalten, in manchen Versuchen, wie 
schon erwihnt, iiber die Hilfte (vgl. Versuche 4, 7, 11 der 
Tab. ID. 

Die Bedeutung der Lactacidogenspaltung fiir den Kon- 
traktionsvorgang tritt also durch unsere neuen, sicher ein- 
wandsfreieren Ergebnisse noch klarer in die Erscheinung, als 
es auf Grund der ilteren, die Spaltung der Pyrophosphorsiure 
nicht beriicksichtigenden Untersuchungen von Embden und 
Lawaczeck der Fall war. 

Die in der Vertikalreihe 5 gefundenen Differenzen im 
Gehalt der A- und B-Muskeln an anorganischer Phosphorsiure 
sind angesichts der beiderseits vollstandigen Phosphokreatin- 
spaltung bei der Verarbeitung als zuverlissig anzusehen. Ver- 
gleicht man die Zahlen dieser Reihe mit den aus Stab 10 er- 
sichtlichen Differenzen der Lactacidogenphosphorsiure, so sieht 
man, da eine gesetzmiBige Beziehung zwischen beiden Werten 
nicht besteht. In einem Teil der Versuche (Versuch 2, 8, 9 
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und 10 der Tab. II) ist der Unterschied des nach Ausschaltung 
des Phosphokreatins ermittelten Orthophosphorsiuregehaltes 
eréBer als derjenige der Lactacidogenphosphorsiure, in einem 
anderen Teil (Versuch 8, 11, 13, 14) sind die beiden Diffe- 
renzen von sehr &hnlicher GroBe, in Versuch 6 ist der Unter- 
schied in den Lactacidogenphosphorsiurewerten sehr viel er- 
heblicher als der in der anorganischen Phosphorsiure, und in 
den Versuchen 4 und 12 ist im Gehalt an anorganischer Phos- 
phorsiure iiberhaupt kein merklicher Unterschied an Ortho- 
phosphorsiure, jedenfalls kein Mehrgehalt des A-Muskels ein- 
getreten, wobei aber in Versuch 4 eine Verminderung der 
Lactacidogenphosphorsiiure um mehr als 50°/, eingetreten ist 
und auch die Lactacidogenspaltung in Versuch 12 weit aufer- 
halb der Fehlergrenze liegt. 

Die voneinander abweichenden Ergebnisse der Bestimmung 
der Orthophosphorsiiure und der Lactacidogenphosphorsiiure 
sind wohl nur dadurch erklirbar, da8 Spaltung und Wieder- 
aufbau des Lactacidogens und der Pyrophosphorsiure nicht 
gleichzeitig erfolgen, wobei die von uns getroffene Versuchs- 
anordnung bald die Lactacidogenspaltung, bald die der Pyro- 
phosphorsiure deutlicher in Erscheinung treten lift. Wir 
sind damit beschaftigt, den Verlauf des Ab- und Wiederauf- 
baus beider Substanzen unter den physiologischen Versuchs- 
bedingungen der vorliegenden Arbeit und unter Abanderung 
dieser Versuchsbedingungen getrennt zu verfolgen; doch diirfen 
wir heute schon sagen, daB unsere friiher ausgesprochene An- 
schauung, wonach die im Kontraktionsmoment aus dem Lact- 
acidogen freiwerdende Phosphorsiure die gleichzeitig entstehende 
Milchsiuremenge um ein Vielfaches iibertrifft, durch unsere 
neuen Versuche bestitigt wird. 

Mehrfach haben wir im Brei aus frischer Muskulatur so- 
fort und nach 2stiindiger Exposition in 2°/, Natriumbicarbonat- 
lésung bei 40° vergleichende Lactacidogenbestimmungen aus- 
gefiihrt. Es ergab sich, da8 unter den Bedingungen des alten 
B-Versuches zwar ein erheblicher Teil des Lactacidogens ge- 
spalten wird, daB aber diese Spaltung nicht vollstindig ist 
(vel. Tab. ILD). 
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Tabelle III. 

















Anorganische Lactacidogen- | Lactacidogen- 

Phosphorsiure hexose phosphorsiiure 
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2 Gastroen. 0,289 0,424 0,0779 0,0464 10,0424 0,0253 

















Freilich machen unverdffentlichte Versuchsergebnisse yon 
Embden und Pohle es wahrscheinlich, daB gerade unter den 
von uns gewiihlten Expositionsbedingungen aus der im frischen 
Muskel so reichlich vorhandenen Adenosinphosphorséure Pen- 
tosephosphorsiure abgespalten werden kann, die aller Voraus- 
sicht nach bei dem oben geschilderten Verfahren der Lactacido- 
genbestimmung mit dem Lactacidogen gemeinsam ausgefillt 
wird und die Menge des Lactacidogens im exponierten Muskel- 
brei zu hoch erscheinen lassen muB. In der frischen Musku- 
latur ist dagegen neben der Hexosephosphorsiure sicher keine 

andere, unsere Bestimmung stérende Kohlenhydratphosphor- 
siure vorhanden. 


Lohmann gibt in seiner bereits erwaihnten vorliufigen 
Mitteilung an, daB unter den von uns friher gewihlten Ex- 
positionsbedingungen und bei verschiedenen Starreformen die 
vorgebildeten Hexosephosphorsiiureverbindungen tiberhaupt nicht 
| in stiirkerem MaBe angegriffen werden, wohl aber zugesetzter 

Hexosemonophosphorsiiureester. Die Ursache fir die hiervon 
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abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird erst nach 
Bekanntgabe der von Lohmann angewandten Methodik fest- 
zustellen sein. 


Zusammenfassung. 


1. Als Hauptergebnis der vorliegenden Untersuchungen 
méchten wir die an Hand einer neuen Lactacidogenbestimmungs- 
methode gelungene Feststellung ansehen, daB im Kontraktions- 
augenblick eine rasch reversible Lactacidogenspaltung erfolgt, 
wobei die Menge der aus dem Lactacidogen frei werdenden 
Orthophosphorsiiure in Ubereinstimmung mit friiher von uns 
geiiuBerten Anschauungen ein Vielfaches der gleichzeitig maxi- 
mal entstehenden Milchsiiure betrigt. 

2. Die Entdeckung Lohmanns, daB Pyrophosphorsiure 
ein in betrichtlicher Menge vorkommender Bestandteil der 
quergestreiften Muskulatur ist, der leicht fermentativ in Ortho- 
phosphorsaure zerlegt wird, verbietet es zwar, mit Embden 
und Lawaczeck die von ihnen bei der Kontraktion gefundene 
Orthophosphorsaurebildung lediglich als den Ausdruck von 
Lactacidogenspaltung anzusehen; die Bedeutung des von den 
genannten Autoren erhobenen Befundes wird aber dadurch 
nicht geringer, daB auBer aus Hexosemonophosphorsiiure auch 
aus Pyrophosphorsiure und aus Phosphokreatin bei der Muskel- 
kontraktion Orthophosphorsiure entsteht. 

3. Die Menge des im Muskel vorgebildeten Lactacidogens 
ist nach unseren Versuchen weitaus geringer, als nach den 
Ergebnissen einer vielfach im hiesigen Institut angewendeten, 
dem Stande unserer damaligen Kenntnisse entsprechenden, aber 
heute nicht mehr als einwandfrei anzusehenden Methode an- 
genommen wurde. 


Die physiologische Bedeutung des Lactacidogens fiir den 
Kontraktionsvorgang geht dagegen aus den Versuchen der vor- 
liegenden Arbeit, noch klarer und deutlicher als aus friiheren 
Untersuchungen hervor. 
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13. Abhandlung?’) tiber Pflanzenproteasen in der von 
R. Willstatter und Mitarbeitern begonnenen Unter- 
suchungsreihe. 


Von 
Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen,) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1928.) 


Fheoretischer Teil. 
Die proteolytische Wirksamkeit des nach dem Verfahren 
von EK. Buchner und M. Hahn‘) gewonnenen Hefeprebsaftes 


) Bemerkung zur Nomenklatur proteolytischer Enzyme. 
ln unserer vorausgehenden Abhandlung (Chem. Ber. bd. 61, 8. 656 
(1928)] haben wir das auf die Spaltung intakter Kiweibkérper eingestellte 
Ferment als ,,Hefeprotease’ bezeichnet. Da aber das Wort ,,Proteasen“ 
schon als Gruppenbezeichnung fiir die Gesamtheit der am EiweiBabbau 
beteiligten Enzyme eiugefiihrt und in Gebrauch ist, schlagen wir vor, 
diejenigen Enzyme, welche natiirliche und vollstiindige Eiweifbkérper 
anzugreifen vermdgen, also die von C. Oppenheimer in seinem Ferment- 
handbuch (5. Aufl. 192 5) als ,,Proteasen im engeren Sinn“, »primire, Pro- 
teasen“, ,,eigentliche Proteasen’ u. dgl. benaanten Fermente, in Uber- 
einstimmung mit den Grundsiitzen der Fermentnomenklatur als ,,Pro- 
teinasen“ zu bezcichnen. Obwohl sehr wahrscheitilich alle am EiweiB- 
abbau beteiligten Enzyme lediglich die Hydrolyse von —CO—NH-Bin- 
dungen bewirken, diirfte doch die Benennung ,,Peptidasen“ zuniichst 
auf diejenigen proteolytischen Fermente zu beschrinken sein, von denen 
Wirkungen auf strukturchemisch bekannte Peptidsubstrate beschrieben 
sind. Mit der fortschreitenden Erkenntnis von der Spezifitét eiweib- 
spaltender Enzyme wird es kiinftig méglich sein, auch den ,,Proteinasen“ 
ihren Platz innerhalb einer Systematik spezifisch eingestellter Peptidasen 
zuzuweisen. 

*) Die 12. Abhandlung dieser Reihe ist die im folgenden zitierte 
Untersuchung von 0. Ambros und A. Harteneck ,,Uber die Wirkung 
von Proteasen pflanzlicher Milchsiifte, die in der Sammlung ,,Unter- 
suchungen iiber Enzyme“ yon R. Willstitter und Mitarbeitern als 
Nr. 128 erscheinen wird. 


5) Chem. Ber. Bd. 80, S. 117 (1897); E. Buchner, H. Buchner u. 
M. Hahn, ,,Die Zymasegirung“, Miinchen 1903. 
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haben als erste M. Hahn und L. Geret!) beobachtet und in 
grundlegenden Arbeiten untersucht. Nach der Auffassung dieser 
Autoren stellt das proteolytische Enzym der Hefe, die ,,Hefe- 
endotryptase“, ,einen neuen Typus der Verdauungsenzyme 
insofern dar, als es beziiglich der nétigen Reaktion den pep- 
tischen, in bezug auf die Verdauungsprodukte den tryptischen 
Enzymen entspricht, in seinem Verhalten gegen die Peptone 
aber mit keinem der bekannten Enzyme iibereinstimmt’. Als 
erster hat S. H. Vines?), gestiitzt auf seine umfangreichen 
Beobachtungen aus dem Gebiete eiweifspaltender Pflanzen- 
enzyme, die Meinung verfochten, da8 die proteolytische Wir- 
kung der Hefe und vieler anderer pflanzlicher Proteasematerialien 
auf ein System aus 2 Komponenten zuriickzufiihren sei, von 
denen die eine (,,Peptase“) Eiwei8kérper unter Peptonbildung 
auflésen, die andere (,,Kreptase“) die gebildeten Peptone bis 
zur Stufe der Aminosiiuren hydrolysieren sollte. Die Unter- 
suchungen von Vines sind noch ohne EKinhaltung einer defi- 
nierten Wasserstoffionenkonzentration und mit rein qualitativen 
Methoden zur Beurteilung der Enzymwirkung durchgefihrt 
worden. Die von ihm angegebenen Verfahren zur Zerlegung 
der angenommenen Gemische haben der Nachpriifung mit bes- 
seren analytischen Methoden nicht standgehalten (Willstitter, 
Grassmann und O. Ambros’), vgl. dazu auch K.G. Dernby %), 
obwohl der Vinesschen Lehre von der Zusammensetzung pflanz- 
licher Proteasen in vielen Fallen beachteuswerte und sorgfiltige 
Beobachtungen zugrunde gelegen haben. 

Mit moderner Methodik hat es K. G. Dernby (a. a. O.) 
unternommen, die Wirksamkeit von Hefeausziigen gegeniiber 
verschiedenartigen Eiweiikérpern und EiweiBabbauprodukten 
in ihrer Abhiingigkeit von der Wasserstoftionenkonzentration 


1) Chem. Ber. Bd. 81, S. 200 u. 202 (1898); Zs. Biol. Bd. 60, S. 117 
(1900); ferner in E. u. H. Buchner u. M. Hahn, ,,Die Zymasegiirung“. 
Miinchen 1903, S. 287. 

2) Annals of Botany Bd. 17, S. 237 (1903); Bd. 19, S. 171 (1905); 
Bd. 23, S. 1 (1909). 

’) Diese Zs. Bd. 152, S. 164 (1925/26). 

4) Biochem. Zs. Bd. 81, S 107 (1917), und zwar 5S. 138. 
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zu priifen und die Kigentiimlichkeiten des proteolytischen 
Fermentsystems der Hefe mit demjenigen der schon besser 
bekannten eiweiBspaltenden Enzyme pflanzlicher Herkunft zu 
vergleichen. Nach Dernby sollen in der Hefe drei am Eiweib- 
abbau beteiligte Minzelenzyme vorliegen: Das _,,Hefepepsin“, 
das bei deutlich saurer Reaktion genuine Kiweibkérper angreift 
und bis zur Peptonstufe, aber nicht dariiber hinaus abbaut; 
das ,,Hefetrypsin“, das Gelatine, Casein und Pepton tiefgehend, 
wenn auch nicht vollstandig bis zu den Aminosiiuren auf- 
spaltet und am besten bei p,, = 7,0 wirken soll und schlieb- 
lich das ,,Hefeerepsin“, dessen Spezifitat und p,,-Abhiingigkeit 
mit derjenigen des Darmerepsins iibereinstimmen soll. Der 
Versuch, die angenommenen Kinzelenzyme auf priparativen 
Wege zu trennen, den Dernby nicht unternommen hat, wiire, 
wie unsere letzten Erfahrungen zeigen, auch ohne die An- 
wendung der Adsorptionsmethode nicht aussichtslos gewesen. 

Die Adsorptionsmethode ist zuerst von Willstitter und 
Mitarbeitern?) fiir die Trennung verschiedenartiger Enzyme, in 
der Folge zuerst von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Har- 
teneck?) zur Scheidung nahe verwandter Fermente, nimlich 
zur Zerlegung des Gemisches der Pankreasproteasen nutzbar 
gemacht worden. Erst die Trennung der beiden pankreatischen 
Verdanungsenzyme, des Erepsins und des Trypsins, hat den 
Weg zu einer gesicherten Abgrenzung ihrer Spezifitit frei- 
gelegt. Im Verlaufe der von Willstaitter und Grassmann®) 
in Angriff genommenen Untersuchung der proteolytischen Hefe- 
enzyme ist es wenig spiter gelungen, auch dieses Gemisch 
durch fraktionierte Adsorption an Tonerde in eine tryptische 
und in eine ereptische Komponente aufzuteilen*), die hin- 
sichtlich ihrer spezifischen Wirkungsweise zunichst als Analoge 
der tierischen Verdauungsfermente gelten konnten. Die Uber- 


1) Diese Zs. Bd. 125, S. 132 (1923); diese Zs. Bd. 126, S. 148 (1923). 

2) Diese Zs. Bd. 147, 8. 286 (1925); Bd. 149, S. 203 (1925). Vegl. 
dazu auch diese Zs. Bd. 156, 8. 68 (1926); diese Zs. Bd.161, S. 191 
(1926). 

3) Diese Zs. Bd. 153, 8, 250 (1926). 

*) Siehe dazu FuBnote 1 im experimentellen Teil. 
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einstimmung ist aber nur eine scheinbare. Der Spezifitiits- 
bereich des durch Adsorption gereinigten ,,Hefeerepsins“ deckt 
sich durchaus nicht mit demjenigen des Darmerepsins, er ist 
viel enger umgrenzt als dieser. Die Wirkung des Hefeerepsins 
beschrinkt sich auf die Hydrolyse von Dipeptiden, im 
scharfen Gegensatz zum Darmerepsin vermag es weder Tri- 
peptide noch irgendwelche héhere Peptide anzugreifen [W. Grass- 
mann?)|, Anderseits erweist sich die nach dem Adsorptions- 
verfahren gewonnene eiweiBspaltende Komponente, das so- 
genannte ,,Hefetrypsin“, wieder im Gegensatz zum Pankreas- 
trypsin, auch als hochwirksam gegeniiber allen hdheren Poly- 
peptiden, wahrend ihr jede Wirkung gegen Dipeptide mangelt. 
Allein die Meinung, ,,daB die spezifische Reichweite von Hefe- 
erepsin und von Hefetrypsin bedingt ist durch die Linge der 
Peptidkette* (Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter’), eine 
Meinung, die auch fiir die Aufsuchung synthetischer Peptid- 
substrate des Pankreastrypsins zunichst wegleitend war, hat 
in der Folge keine Stiitze gefunden. Die Spezifititsgrenze 
zwischen dem dipeptidspaltenden und dem polypeptidspaltenden 
Hefeenzym ist vielmehr, wie wir ausfihrlich in der voraus- 
gehenden Abhandlung*) belegt haben, durch einfache und genau 
definierbare Bezichungen zu den basischen und sauren Gruppen 
der Substrate gegeben. Es hat sich nimlich ergeben, daB die 
Dipeptidase nur soleche —CO—NH-Bindungen zerleet, denen 
gleichzeitig eine freie NH,-Gruppe und eine freie COOH-Gruppe 
benachbart ist — eine Bedingung, der nur das Dipeptidmolekiil 
geniigt —, die Polypeptidase dagegen solche, denen eine freie 
NH,-Gruppe, aber keine freie COOH-Gruppe benachbart ist. 
Es gehéren also auch Ester und Amide der Dipeptide, sowie 
decarboxylierte Peptide und Aminosiureamide in den Spezi- 
fitiitsbereich der Polypeptidase. 

Aber die so gekennzeichnete Spezifititsgrenze ist gar nicht 
die Grenze zwischen der Dipeptidase und der Proteinase 


1) Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1907 (1927). 
®) Chem. Ber. Bd. 61, S. 656 (1928). 
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der Hefe. Das nach dem Adsorptionsverfahren gewonnene 
,Hefetrypsin® ist namlich nicht einheitlich, es ist ein Gemisch 
einer polypeptidspaltenden und einer proteinspaltenden Kom- 
ponente. In unserer letzten Mitteilung haben wir iiber ein 
einzelnes Priparat der Hefeproteinase berichtet, dem jede 
Wirkung gegeniiber den gepriiften synthetischen Peptiden fehlt. 
Die systematischen Versuche zur Scheidung des proteinspalten- 
den und des polypeptidspaltenden Enzyms, die wir inzwischen 
unternommen haben, haben hinsichtlich der bei der Darstellung 
dieses vereinzelten Priparates wesentlichen Faktoren keine 
volle Klarheit gebracht; aber sie haben zur Auffindung ein- 
facher und sicher reproduzierbarer Verfahren gefiihrt, die sowohl 
die polypeptidspaltende wie die proteinspaltende Komponente 
frei von den beiden anderen Bestandteilen des proteolytischen 
Komplexes zu gewinnen erlauben. 

Da die Anwendung der Adsorptionsmethode fiir die Schei- 
dung der Polypeptidase und der Proteinase nicht sehr aus- 
sichtsreich erschien, haben wir versucht, durch eine besondere 
Ausgestaltung der bei der Freilegung der Hefeenzyme an- 
gewandten Verfahren zu Ausgangslésungen zu gelangen, welche 
die eine oder die andere Komponente des Gemisches in be- 
sonders giinstigem Verhiltnis gegeniiber den Begleitenzymen 
enthalten sollten. Die Gewinnung des Invertins — und, wie 
wir glauben, auch der anderen Hefefermente — beruht, wie 
Willstatter und Mitarbeiter?) an einem ausfiihrlichen Ver- 
suchsmaterial dargetan haben, ,,auf der Freilegung des ... 
Enzyms durch einen enzymatischen Abbau, und zwar durch 
einen von der allgemeinen Autolyse der Hefe unterschiedenen 
enzymatischen Vorgang* (Willstitter).”) ,,Die Kunst der 
Darstellung von Enzymlésungen besteht darin, den besonderen 
Vorgang der Freilegung ... von anderen Abbauvorgiingen bei 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd, 425, 8.1 (1920); Bd. 427, S. 111 
(1921/22); Diese Zs. Bd. 147, S. 248 (1925), Bd. 151, S.1 (1925/26), 
Bd. 151, S. 242 (1926) und zwar S. 264ff.; R. Willstitter u. W. Grass- 
mann, ,,Zur Freilegung der Invertins aus der Hefe“ in R. Willstitter, 
, Untersuchungen iiber Enzyme“, Berlin 1928, im Druck. 

*) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 (1922), und zwar S. 3603. 
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der Hefeautolyse zu trennen und ibn allein so zu férdern, dab 
das Enzym vollstindig in Lésung iibergeht mit méglichst wenig 
Ballast von Begleitstofien (Willstatter).") Man kennt schon 
einige Beispiele fiir den Fall, daB durch besondere Bedingungen 
der Autolyse ein Hefeenzym in Lésung gewonnen, ein anderes 
zerstért oder auch in der Hefe zuriickgelassen wird. So geht 
aus der mit Chloroform vergifteten Hefe, wie man lange weib 
[vg]. zB. C. J. Lintner’), KE. Fischer’)], zwar Invertin in 
Lésung iiber, aber Maltase schien nicht in Lésung zu gehen, 
falls man die Autolyse bei der stark sauren Reaktion vor sich 
gehen lift, die sich in Gegenwart des Zellgiftes von selbst 
einstellt. Umgekehrt enthalten z. B., wie wir kiirzlich zeigen 
konnten*), die bei schwach alkalischer Reaktion gebildeten 
Autolysate zwar Polypeptidase und Proteinase, aber keine Di- 
peptidase, sei es, dab diese nicht freigelegt oder zerstért wurde. 
Die wichtigsten Faktoren, welche die Freilegung der einzelnen 
Enzyme in vielfach ganz spezifischer Weise beeinflussen, sind 
die Art des Zellgiftes, die Reaktion, Temperatur und Ver- 
diinnung wihrend der Autolyse, deren Dauer und wohl auch 
der Zustand der Hefe. Die Gewinnung enzymatisch einheit- 
licher Hefefermente durch selektive Freilegung ist bisher 
nicht systematisch versucht worden. Im folgenden geben wir 
einige erste Beispiele solcher Verfahren, die einer ziemlich 
allgemeinen Anwendung fihig zu sein scheinen. 

Die Freilegung der Hefepolypeptidase erfolgt bei schwach 
alkalischer Reaktion in Gegenwart von Chloroform mit gleich- 
miibiger, aber sehr geringer Geschwindigkeit; die Auflésung 
des Enzyms ist nach Ablauf einer Woche noch nicht voll- 
kommen beendet. Ganz anders verhilt sich die Proteinase: | 
Priift man die nach etwa 15stiindiger oder kiirzerer Autolysen- 
dauer gebildete Lésung, so enthilt sie wenig, bisweilen auch 
gar kein proteolytisches Enzym. In den folgenden Stunden 


1) Naturw. Bd. 14, 8. 937 (1925), und zwar S. 938. 

*) Zs. f. d. ges. Brauwesen, Jg. 1894, 8. 414; Chem. Ber. Bd. 28, 
S. 1050, 1053 (1895). 

3) Chem. Ber. Bd. 26, S. 60 (1898). 

*) Diese Zs. Bd. i75 8. 13 (1928), und zwar S. 24. 
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setzt aber die Freilegung der Proteinase kriftig ein und schon 
nach 24, sicher nach 48 Stunden ist sie vollstindig beendet. 
Wenn man nach 48stiindiger Autolyse den Heferiickstand von 
der enzymhaltigen Lésung abtrennt, wascht und erneut mit 
Wasser und Zellgift der Selbstverdauung iiberliBt, so findet 
man die in den folgenden Tagen gebildete Liésung, die noch 
iiber 30°/, der insgesamt gewinnbaren Polypeptidase enthilt, 
frei von jeder Wirkung gegeniiber Proteinen. Auf der anderen 
Seite enthalt die zwischen der 16. und der 24. Stunde gebildete 
V’raktion die Proteinase im giinstigsten Verhiltnis gegeniiber 
den Begleitenzymen. Zur Gewinnung der Proteinase laBt sich 
das Verhiltnis noch verbessern, wenn man diesen Teil der 
Autolyse bei deutlich saurer Reaktion (p, = 4,8 bis 5,0) vor 
sich gehen lift. Bei hoher Aciditaét wird nimlich die Auf- 
lésung der beiden Peptidasen so gut wie vollstindig unter- 
driickt, diejenige der Proteinase nur erheblich herabgesetzt. 
Die so gewonnenen Lésungen der Proteinase, die durch Ad- 
sorption an Tonerde weiter gereinigt und konzentriert werden 
kénnen, enthalten gewodhnlich keine nachweisbaren Mengen, 
ausnahmsweise Spuren des polypeptidspaltenden und des di- 
peptidspaltenden Fermentes. 

Zahlreiche Dipeptide, Tripeptide und héhere Polypeptide 
und ihre Derivate, deren wichtigste Vertreter wir in der Uber- 
‘sichtstabelle 1 nochmals anfiihren, sind in den vorausgehenden 
Untersuchungen [W. Grassmann!?), W. Grassmann und 
H. Dyckerhoff?)} auf ihre Angreifbarkeit durch die Hefe- 
proteinase gepriift worden. In keinem Falle haben wir dabei 
eine Spaltung feststellen kénnen. Kin synthetisches Substrat 
der Hefeproteinase ist einstweilen nicht sicher bekannt. Die 
zur Beurteilung der Dernbyschen Auffassung wichtigere Frage 
ist die umgekehrte, nimlich ob die bei neutraler Reaktion 
optimal wirkende Polypeptidase nicht auch gleichzeitig Proteine 
zu spalten vermag. In diesem Falle hitte man es in Hefe 
tatsiichlich mit zwei verschiedenartigen echten Proteasen zu 
tun, die in ihren HKigenschaften und Wirkungen dem Pepsin 


1) Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 61, S. 656 (1928). 
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und dem Trypsin von Dernby entsprechen wiirden. Die Frage 
la8t sich nunmehr entscheiden: Die Hefepolypeptidase 
ist vollkommen unwirksam gegeniiber allen Proteinen 
tierischer und pflanzlicher Herkunft, es existiert nur 
eine einzige Proteinase in der Hefe. Dagegen spaltet die Poly- 
peptidase erwartungsgemi8B Peptone, und zwar sowohl solche, 
die durch Vorverdauung mit Pepsin, wie auch mit Papain, 
Papain-Blausiiure oder Hefeproteinase gebildet sind. 

Die bemerkenswerten Beobachtungen, die iiber den Einflub 
von Blausiure und Schwefelwasserstoff bei der enzymatischen 
Kiweisspaltung gesammelt worden sind [R. Willstatter, 
W. Grassmann und O. Ambros})], regen dazu an, auch das 
nunmebr von der Proteinase befreite polypeptidspaltende Enzym 
in seinem Verhalten gegeniiber den beiden Stoffen zu priifen. Ks 
ergibt sich, daB das Enzym durch die Zusitze stark gehemmt 
wird, und zwar durch Schwefelwasserstoff stirker als durch HCN. 
Genau dasselbe Verhalten haben Willstitter und Mitarbeiter *) 
bei der Untersuchung des proteolytischen Wirkungsvermégens 
des Kiirbissaftes angetroffen. Das damals untersuchte Knzym- 
material war gegeniiber Dipeptiden nur wenig wirksam; aber es 
wire zu prifen, ob der Kiirbissaft nicht eine kriftig wirkende 
Polypeptidase enthalt. Auch die Dipeptidase wird iibrigens, wie 
wir in Ubereinstimmung mit iilteren Beobachtungen) finden, durch 
Cyan- und Schwefelwasserstoff auBerordentlich stark gehemmt. 
Die beiden Hefepeptidasen stimmen in dieser Kigenschaft mit dem 
Darmerepsin iiberein (vgl. H. v. Euler und K. Josephson).‘) 
Wenn der Angritf dieser 3 Enzyme durch eine Reaktion zwischen 
einer NH,-Gruppe des Substrats und einer Carbonylgruppe 
des Fermentmolekiils eingeleitet wird, wie dies von mehreren 
Seiten angenommen wird’), dann erscheint ein solches Ver- 
halten nicht unverstindlich. 

-1) Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924); Bd. 151, S. 286 (1925/26). 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 286 (1925/26). 

‘) K.G, Dernby, Biochem. Zs. Bd. 81, 8. 107 (1917), u. zwar S. 193. 
*) Diese Zs. Bd. 162, S. 85 (1926), und zwar S. 93. 

°*) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs, Bd. 157, S. 128 (1926); 


E. Waldschmidt-Leitz u.G. Rauchalles, Chem. Ber. Bd. 61, S. 645 
(1928). 
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Bei dem von der dipeptidspaltenden Komponente betreiten 
proteolytischen Hefeenzym hatten Willstatter und Grass- 
mann (a. a.Q.) eine Aktivierung durch Blausaéure nicht an- 
getrofien. Aber dieser Befund, der an polypeptidasehaltiger 
Hefeprotease gewonnen war, ist nicht beweisend. Eine Akti- 
vierung der Proteinase kénnte durch die gleichzeitige Hemmung 
der beigemengten Polypeptidase verdeckt sein. Noch ein 
anderer Umstand ist zu beachten: Das dem Papain auBer- 
ordentlich nahestehende proteolytische Enzym der Ananasfrucht 
spaltet Peptone, im Gegensatz zum Merckschen Papainpriparat, 
schon ohne Blausiurezusatz, und seine Wirksamkeit wird durch 
den Aktivator in geringerem Mabe gesteigert als beim Papain. 
Willstatter und Mitarbeiter!) nehmen an, daB das unterschied- 
liche Verhalten der Ananasprotease ,durch Vergesellschaftung 
mit einem natiirlichen Aktivator bedingt“ ist, der die Blausiure 
in ihrer Wirkung zu ersetzen vermag. Aus einer wichtigen 
Untersuchung von O. Ambros und A. Harteneck?), die dem- 
nichst erscheinen wird, geht nun hervor, daB das Vorkommen 
eines solchen Aktivators in proteasehaltigen Pflanzen auBer- 
ordentlich weit verbreitet ist. Die Protease der Carica Papaya 
und vieler anderer milchsaftfiihrender Pflanzen ist niimlich 
schon in ihrem natiirlichen Vorkommen normalerweise begleitet 
von einer pflanzlichen Kinase mit blausiiureihnlicher Wirkung, 
deren Menge je nach dem Grade der Entwicklung, der Wachstums- 
periode und anderen pflanzenphysiologischen Momenten wechselt, 
und es ist méglich, diesen natiirlichen Aktivator frei von der 
Protease zu gewinnen. Das Verhalten des Merckschen Papain- 
priparates, wie es Willstatter und Grassmann’®) beschrieben 
haben, stellt einen Grenzfall dar. Jhm steht gegeniiber das 
von der natiirlichen Phytokinase vollaktivierte Papain gewisser 
ausgereifter Ananas- und Papayafriichte, dessen Wirksamkeit 
durch Blausiiure nicht mehr gesteigert wird, und das in seiner 
spezifischen Wirkung nicht vom Papaincyanhydrin unterschieden 
werden kann. Zwischen beiden Extremen gibt es alle Ubergiinge. 





1) Diese Zs. Bd. 151, S. 286 (1925/26), und zwar 8. 288. 
2) Nach einer Mitteilung des Forschungslaboratoriums der I. G. Farben- 
industrie, Werk Oppau. 3) Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIX, 4 
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Unsere an dem polypeptidasefreien Enzymmaterial durch- 
gefiihrten Versuche ergeben nun mit Sicherheit, daB auch die 
Hefeproteinase der Aktivierung durch Blauséure und 
Schwefelwasserstoff unterliegt und sie zeigen zugleich, 
daB beim Stehen der Proteaselésungen ein natiirlicher Akti- 
vator gebildet wird, dessen Wirkung derjenigen der Blausiure 
analog ist. Aber zugleich ergeben sich eigentiimliche Unter- 
schiede gegeniiber den Verhaltnissen beim Papain. 

Die nach dem geschilderten Verfahren gewonnenen Pro- 
teinaselésungen and die durch Adsorption an Tonerde sofort 
daraus bereiteten reineren Enzympriparate sind im frischen 
Zustande unwirksam gegeniiber allen gepriiften Proteinen, wie 
Gelatine, Casein, Fibrin, Histon usw. (Tab. 1), aber sie spalten 
diese Substrate rasch und weitgehend in Gegenwart von Blau- 
siure oder Schwefelwasserstoff.‘) Nach mehrtagigem Stehen 
bei neutraler Reaktion gewinnen aber die Lisungen die Fiahig- 
keit, Proteine schon ohne HCN-Zusatz zu spalten, und im 
gleichen MaBe sinkt ihre Aktivierbarkeit durch die zugefiigten 
Aktivatoren. Man hat es also offenbar auch hier, ihnlich wie 
beim Reifen der Papaya- und Ananasfrucht, mit der Neubildung 
eines Aktivators zu tun, der die Blausiure in ihrer Wirkung 
ersetzt und entbehrlich macht. Es ist lange bekannt, daf 
Hefeausziige beim Stehen eine Zunahme ihres proteolytischen 
Wirkungsvermoégens erfahren [vgl. dazu E. Abderhalden und 
A. Fodor’), R. Willstatter und W. Grassmann®)|. Nach 
der von Willstaitter und Grassmann vertretenen Auffassung 
ist die Aktivitaitssteigerung ,kaum allein mit der Annahme 
zu verstehen, da’ Hemmungskérper in den Hefeausziigen vor- 
handen sind und allmahlich abgebaut werden. Es ist wahr- 





1) Mit Riicksicht auf eine Bemerkung von W. E. Ringer und 
B, W. Grutterink*) sei hervorgechoben, da8 Kalium- oder Ammonium. 
chlorid sowohl beim Papain wie bei der Hefeproteinase die Blausiiure- 
aktivierung in keiner Weise zu ersetzen vermégen. Fiir das Eintreten 
des Aktivierungseffektes ist es gleichgiiltig, ob mit Salzsiure neutrali- 
siertes Cyankalium oder Loésungen reiner Blausiure angewendet werden. 

*) Fermentf. Bd. 1, 8. 433 (1916) und a. a. O. 

3) Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926), und zwar S. 265ff. 

*) Diese Zs. Bd. 164, S. 112 (1926/27), und zwar S. 133 und 138. 
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Tabelle 1. 
Spezifitat der Hefeproteasen. 





Poly- Pro- Pro- 
pep- | teinase | teinase 
tidase |(inaktiv)| (aktiv) 


Dipep- 


tidase 


a) Dipeptide, z. B.: 





Glyeyl-glycin, Alanyl-glycin . +-*))]| —4 weil bith 
Glycyl-leucin : + & & + }) — }) me» 8) — 
Glycyl-tryosin, Alanyl-tyrosin + *) — *) — %) — %) 
Alanyl-serin . ; ie) — ~~) ait 
Leucyl-glutaminsiure +*%) | — 3) — 3) J 
b) Tripeptide, z. B.: 

Leucyl-glycyl-glycin, Glycy)- 

alanyl-glyein, Leucyl-glyeyl- 

leuein pe ee —*')*)} +°)%)1 —?) —?) 


c) Hoéhere Polypeptide, z. B.: 
Alanyl-diglycyl-glycin, Leucyl- 
triglycyl-leucin, Leucyl-hep- 
ieee me ee — %) +')*%)} —?) — 4) 


d) Amide und Ester, z. B.: 





Glycyl-leucinamid. . . . . — %) + *) — #) <a 
Glycyl-alanin-ester usw. . . 0 + *) — ) oat) 
Glycyl-decarboxy-leucin . . — *) +- *) aa eee 
Glycin-amid, Leucin-amid. . —- §) + %) — ») — 
e) Acylierte Peptide, z. B.: 

Benzoyl-glycyl-glycin, Ben- 

zoyl-diglycyl-glycin, Naph- 

thalinsulfo-glycyl-tyrosin. . — *) — *) — 4) — ‘) 














*) — bedeutet: wird nicht gespalten; + bedeutet: Spaltung; + + be- 
deutet: Spaltung verstirkt; 0 bedeutet: nicht untersucht. 


i) Nach W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, 8. 202 (1927). 

2) Nach W. Grassmann und H. Dyckerhoff, Chem. Ber. Bd. 61, 
S. 656 (1928). 

3) Nach E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann und 
A. Schaffner, Chem. Ber. Bd. 60, 8S. 359 (1927). 

4) Nach W. Grassmann und H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 175, 


S. 18 (1928). 
4* 


2 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 














Dj Poly- Pro- Pro- 
ipep- ; : 
: pep- teinase | teinase 
tidase | tidase |(inaktiv)| (aktiv) 
f) Peptone: 
Pepsinpepton aus Albumin 
a ee ee 0 + + + + 
Papain-Endpepton aus Gelatine 0 + + + + 
Papain- HCN-Endpepton aus 
SEP aieore a, Se oe 0 + “ vent 
Hefeproteinase - HCN - Endpep- 
ton aus Gelatine . . . . 0 + -- — 
g) Proteine: 
Salminsulfat, Clupeinsulfat . —') — “ + 
| a eee —}) — ~ + 
a ae —'}) — — + 
Gelatine ..:+...e6. — 3) — - + 
ae oe a ae —'}) — — + 
Rs st ewe ww we 0 — _ + 
a ee ee ae 0 — — + 
Eieralbumin . ..... . —') ~- — + 














scheinlicher, daB diese Erscheinung noch von der im analogen 
Falle des Pankreastrypsins erwiesenen Neubildung von Akti- 
vatoren der Enzyme iiberlagert wird.“ Unsere Befunde bilden 
eine starke Stiitze fiir die letztere der beiden Méglichkeiten. 
Aber man wird auch hier die Gewinnung des von der Proteinase 
befreiten Aktivators anzustreben haben, die im Falle der 
Trypsin- und der Papainkinase schon gelungen ist. Ubrigens 
ist es umgekehrt nicht schwer, die einmal selbstaktivierte 
Proteinase wieder in die inaktive, durch Blausiure aktivierbare 
Form zuriickzuverwandeln. Es gelingt dies durch Aufbewahren 
der aktivierten Klutionen bei saurer Reaktion (p,, = 5,0). Bei 
dieser Reaktion ist, wie die Konstanz der in Gegenwart von 
HCN gemessenen Wirkung erweist, die Proteinase an sich 
vollig bestindig, aber ihr Aktivator scheint zerstért zu werden. 


') Nach W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927). 
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Vollig anders ist das Verhalten der inaktiven oder der 
aktivierten Proteinase gegeniiber Peptonen. Albuminpepton 
Merck, ebenso ein durch erschépfende Verdauung mit nicht 
aktiviertem Papain gewonnenes Pepton aus Gelatine werden 
schon von dem frischen EKnzym und ohne Aktivatorzusatz ge- 
spalten. Aber die Blausiure steigert auch in diesem Falle 
die Hydrolysengeschwindigkeit. Bemerkenswerterweise ist aber 
ein durch erschépfende Verdauung mit Papain-HCN gewonnenes 
(zelatinepepton sowohl fiir die aktivierte, wie fiir die inaktive 
Hefeproteinase vollkommen unangreifbar. Dieser Befund, der 
noch an einer gréBeren Zahl von Substraten zu erweitern sein 
wird, bedeutet, daB das aktivierte Papain die Hefepro- 
teinase in ihrer spezifischen Wirkung bei der Gelatine- 
hydrolyse vollkommen zu ersetzen vermag. Allerdings ist 
diese Beziehung nicht umkehrbar. Die durch erschépfende 
Verdauung mit aktivierter Hefeproteinase gebildeten Peptone 
werden sowohl von Papain wie von Papain-HCN noch weiter 
hydrolysiert. Das Verhiltnis zwischen der Hefeproteinase und 
dem Papain scheint abnlich zu sein demjenigen zwischen einer 
Amylase mit niederer und mit hoher Endverzuckerungsgrenze ; 
der Unterschied kénnte wie dort auf die verschiedene Substrat- 
affinitit des Enzyms in den beiden Vorkommnissen zuriick- 
zufiihren sein [vgl. dazu R. Kuhn?})}. 

Wesentlicher und iiberraschend ist aber der scharfe 
Spezifititsunterschied zwischen den nicht aktivierten Formen 
der beiden Enzyme. Fiir das nicht aktivierte Papain, wie es 
in unserem Merckschen Priparat vorliegt, ist die Anwesenheit 
der Blausiure (oder der Phytokinase von Ambros und 
Harteneck) notwendig zur Hydrolyse der beiden Peptone 
‘Albuminpepton Merck, Papain—Gelatinepepton), firderlich, 
aber entbehrlich fiir die Spaltung von Proteinen. Bei der 
Hefeproteinase unserer frischen Enzymlésungen — ebenso auch 
beim Pankreastrypsin — ist umgekehrt der Dazutritt des bio- 
logischen oder des zellfremden Aktivators notwendig fiir die 
Proteinspaltung, entbehrlich fiir die Hydrolyse der 


1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 443, S. 1 (1925), und zwar S. 6, 31ff. 
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Peptone. Die folgende Arbeitshypothese scheint uns zur 
Deutung der Verhialtnisse am besten geeignet: Die Pflanzen- 
protease ist an sich gegeniiber beiden Klassen von Substraten 
unwirksam, sie bedarf fiir die verschiedenen Bereiche ihrer 
Spezifitat mehrerer, spezifisch eingestellter natiirlicher Akti- 
vatoren. Der weniger spezifische Aktivator Blausiure (oder 
Schwefelwasserstoff) vermag jeden der natiirlichen Aktivatoren 
zu ersetzen und den vollen Spezifitatsbereich des EKnzyms zu 
entwickeln. Es ist wahrscheinlich, daB schon das inaktive 
Papain (Mercksches Praparat) sein Wirkungsvermégen gegen 
Proteine der Anwesenheit eines natiirlichen Aktivators ver- 
dankt.’) In den Priparaten der Hefeproteinase wiirde dagegen 
ein solcher Aktivator erst bei der Alterung auftreten, wahrend 
ein Aktivator fiir die Peptonspaltung schon von Anfang an 
vorhanden ware. 

Diese Vorstellung, die iibrigens auch in dem von Ambros 
und Harteneck verdéffentlichten Zahlenmaterial einige Stiitzen 
zu finden scheint, ist vielleicht geeignet, auf eine friihere Be- 
obachtung von Willstitter und Mitarbeitern?) Licht zu werfen, 
fiir die bisher eine befriedigende Erklirung gefehlt hat. Der 
fiir die Gelatinespaltung verantwortliche Aktivator ist, wie aus 
unserer oben erwdhnten Beobachtung hervorgeht, im Gegen- 
satz zur Proteinase durch geringe Bestiandigkeit bei saurer 
Reaktion ausgezeichnet. Dasselbe scheint aber auch im Falle 
der Ananasprotease zu gelten. Bewahrt man nimlich Ananas- 
sifte bei ihrer natiirlichen, ziemlich stark sauren Reaktion 
(p,, = etwa 4,5) auf, ,so findet man bei annahernder Konstanz 
der Wirkung auf Pepton fortdauernde Aktivitatsverminderung 
gegeniiber Gelatine“. ,,.Monatealte Enzymlésungen kénnen zwar 
auf Albuminpepton noch unverindert wirken, auf Gelatine 
aber nur noch schwach.“ ,,Durch Cyanid war Ananasprotease 
nach 5 Monate dauernder Alterung sehr wenig aktivierbar 
fiir die Peptonspaltung, stark aktivierbar fiir die Gelatine- 





') Nach einer Beobachtung von M. Jacoby, Biochem. Zs. Bd. 175, 
S. 79 (1926), scheint es auch Papainpraparate zu geben, denen bei Ab- 
wesenheit von Blausiure auch die Wirkung gegeniiber Gelatine fehlt. 
®) Diese Zs. Bd. 151, S. 286 (1925/26) und zwar S. 297. 
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hydrolyse, das aktivierte Enzym ergab daher ungefihr das 
normale Verhiltnis zwischen den Spaltungsgeschwindigkeiten 
in beiden Substraten“ (Willstaitter und Mitarbeiter, a. a. O.). 
Diese Erscheinungen sind zwanglos zu erkliren mit dem Ver- 
schwinden eines Aktivaters fiir die Gelatinespaltung, der sich 
durch seine geringere Bestiindigkeit von dem Aktivator der 
Peptonspaltung unterscheiden wiirde. Die Spezifizititseigen- 
schaften der Protease aus lange gealterten Ananassiften 
scheinen in der T'at mit denjenigen der inaktiven oder wenig 
aktivierten Hefeproteinase iibereinzustimmen. 

Der Vergleich der Hefeproteinase mit dem Papain und 
verwandten proteolytischen Pflanzenenzymen hat sich noch auf 
eine andere charakteristische und, soweit wir wissen, von der 
Anwesenheit natiirlicher oder zellfremder Aktivatoren unab- 
hingige Kigenschaft [vg]. dazu Willstatter und Mitarbeiter 4); 
Ambros und Harteneck a.a.0O.] dieser Fermente zu er- 
strecken, die eigentiimliche p,-Abhingigkeit ihrer Wirkung. 
Die maximale Geschwindigkeit der Gelatinehydrolyse war in 
friiheren Versuchen”) mit der noch polypeptidasehaltigen Hefe- 
proteinase zwischen p,, = 5,2 und 6,5 gefunden worden, wobei 
die Lage des Optimums von einem Priparat zum anderen 
schwankte. Versuche mit Albuminpepton hatten das Optimum 
bei p,, = 5,5—6,0 ergeben; sie zeigten einen sehr flachen Ab- 
fall der Wirksamkeit nach der alkalischen Seite. Das Gebiet 
optimaler Wirksamkeit, das beim Papain fiir beide Substrate 
bei p, = 5,0 gefunden wird, erschien also bei der Hefepro- 
teinase mehr oder minder stark nach der alkalischen Seite 
verschoben oder verbreitert. Bei Verwendung des einheitlichen 
Enzyms fallt dieser Unterschied fort; das Optimum ergibt sich 
nun in beiden Fallen bei p, = 5,0, der Abfall der Aktivitit 
ist steil auch nach der alkalischen Seite. DaB die friher 
beobachtete p,,-Abhiangigkeit tatsiichlich durch Uberlagerung 
der Polypeptidasewirkung verfilscht war, liBt sich am besten 
am Beispiel des Albuminpeptons anschaulich machen, das 
auch vom polypeptidspaltenden Ferment angegriffen wird. 





') Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924); Bd. 151, S. 307 (1925/26). 
*) Willstitter u. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926). 
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Die Polypeptidase spaltet das Pepton wie auch die bisher 
gepriiften Tripeptide!) mit maximaler Geschwindigkeit bei 
Dy = 7,0, mit ganz geringfiigiger bei p,, = 5. 

Wie beim Papain ist aber auch hier die Gestalt der Ak- 
tivitats-p,-Kurve in erster Linie von der elektrochemischen 
Natur des Substrates bedingt. Im Gegensatz zu den bisher 
genannten KiweiBkérpern, deren isoelektrische Punkte nahe 
bei p,, = 5 liegen, werden namlich Fibrin und Edestin von 
der Hefeproteinase wie auch von Papain am raschesten beim 
Neutralpunkt gespalten. Beziiglich der von W. E. Ringer 
und B. W. Grutterink?) aufgefundenen steilen und schmalen 
Optima im AuBersten sauren und alkalischen Gebiet (p, = 2,4 
und p,, = 11), die beim Papain und bei anderen Proteinasen, 
aber nur mit Fibrin als Substrat, angetroffen werden, schlieBen 
wir uns der Auffassung von P. Kriger und EK. Graetz?*) an, 
wonach diese Optima mindestens teilweise durch die ange- 
wandte Methodik vorgetiiuscht und jedenfalls ohne physiologi- 
sche Bedeutung sind. Unterschiede in der Art und der Kon- 
zentration der angewandten Putfermischungen, auf deren Kin- 
fluB W. E. Ringer und B. W. Grutterink*) hinweisen, 
kénnen fiir die beobachteten Verschiedenheiten nicht verant- 
wortlich gemacht werden. Auch die Léslichkeit der Substrate 
scheint nicht von erheblicher Bedeutung zu sein; dies zeigte 
am besten das Beispiel des Caseins, das bei p, = 5, obwohl 
es hier vollig unléslich ist, viel rascher hydrolysiert wird als 
beim Neutralpunkt. Vielmehr stiitzen unsere Versuche die 
von Willstatter und Mitarbeitern®) entwickelte Vorstellung, 
daB bei der Hefeproteinase, wie auch ,beim Papain die Re- 
aktionsoptima mit dem isoelektrischen Punkt der Substrate 
zusammenfallen“. Der isoelektrische Punkt des Fibrins wird 








') Vgl. unsere friiheren Mitteilungen: Diese Zs. Bd. 167, 8. 202 
(1927), und zwar S. 216; Bd. 175, S. 18 (1928), und zwar S. 28. 

*) Diese Zs. Bd. 156, S. 275 (1926). ! 

‘) Diese Zs. Bd. 166, S. 128 (1927), und zwar S. 130ff. 

*) Diese Zs. Bd. 156, S. 275 (1926); Bd. 164, S. 112 (1927). 

‘) Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924), u. zwar S. 196; Bd. 151, 8.307 
(1925/26); Bd. 153, S. 250 (1926), und zwar S. 252. 
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namlich bei p,, = 7,2 [J. N. Kugelmass})], der des Edestins 
bel p, = 6,9 [P. Rona und L. Michaelis?)] angegeben. 

Die Zusammensetzung des proteolytischen Fermentsystems 
der Hefe scheint uns mit der vorliegenden Untersuchung im 
wesentlichen geklart zu sein. Die Hefe enthalt, wie wir in 
Ubereinstimmung mit der Auffassung Willstitters und im 
(segensatz zu der von Dernby vertretenen Meinung annehmen 
miissen, nur ein einziges auf die Spaltung intakter Eiweib- 
kérper eingestelltes Enzym, das in seinen wesentlichen Kigen- 
schaften mit dem Papain iibereinstimmt und wie dieses durch 
Blausfure und Schwefelwasserstoff, sowie durch noch unbe- 
kannte biologische Aktivatoren, in seiner Spezifitait beeinflubt 
wird. Der Wirkungsbereich der aktivierten Hefeproteinase, 
.der sich von denaturierten hochmolekularen Substraten wie 
Fibrin und Gelatine iiber Albuminpepton hinaus erstreckt, 
entspricht also der Spezifitat pflanzlicher Tryptasen, z. B. des 
aktivierten Papains“ [Willstatter und Grassmann’‘)]. Das 
proteolytische Fermentsystem der Hefe besteht aber trotzdem 
aus drei Kinzelkomponenten, denn die fiir das Pankreas- und 
Darmerepsin charakteristischen Funktionen sind im Falle des 
Hefepilzes aufgeteilt zwischen zwei verschiedenen Peptidasen, 
die wir als Hefedipeptidase und Hefepolypeptidase bezeichnet 
und hinsichtlich ihrer spezifischen Wirkungsweise in den vor- 
ausgehenden Abhandlungen gekennzeichnet haben. Die Be- 
zeichnung ,,Hefetrypsin“, die sich auf ein Gemisch aus Pro- 
teinase und Polypeptidase bezogen hat, sollte aufgegeben 
werden, ebenso die Bezeichnungen ,Hefepepsin“ und _,.Hefe- 
erepsin“, fiir die ein unrichtiges oder unvollstandiges Bild von 
den EKigenschaften und der Spezifitiit dieser Enzyme mab- 
gebend war. Es kénnte zunichst scheinen, daB die spezifische 
Kinstellung der drei Kinzelenzyme Proteinase, Polypeptidase 
und Dipeptidase durch die MolekulargréBe der Substrate ge- 
geben sei. In der vorausgehenden Mitteilung ist gezeigt 
worden, dafi dies fiir die Dipeptidase und die Polypeptidase 


a peice eee 


1) C. r. Soe. Biol. Bd. 87, S. 802 (1922). 
*) Biochem. Zs. Bd. 28, S. 193 (1910). 
°) Diese Zs. Bd. 153, 8S. 250 (1926), und zwar S. 253. 
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nicht zutrifft, sondern daB fiir die Angreifbarkeit einer Peptid- 
bindung einfache Beziehungen zu den freien Amino- und 
Carboxylgruppen der Substrate entscheidend sind. Auch fiir 
den Angriff der Proteinase diirfte wohl weniger die Molekular- 
gréBbe maBgebend sein, als vielmehr bestimmte, innerhalb des 
peptidartigen Aufbauprinzips mégliche strukturchemische Eigen- 
schaften der Proteine, die in den bisher gepriiften synthetischen 
Substraten nicht verwirklicht sind. DaB auch die Hefepro- 
teinase wie das Papain und die iibrigen bisher untersuchten 
proteolytischen Enzyme auf die Hydrolyse von —CO—NH- 
Bindungen eingestellt ist, ergibt sich aus der Bildung ‘qui- 
valenter Mengen von COOH- und NH,-Gruppen, die wir bei 
der Hydrolyse stets beobachtet haben. 

Den angefiihrten Enzymen reiht sich als ein weiteres, auf 
die Hydrolyse von Amidbindungen eingestelltes Enzym die 
Hefeasparaginase an, tiber deren Spezifitat wir demnichst 
einige Angaben machen werden. Dieses Enzym ist mit keinem 
der beschriebenen Fermente zu identifizieren; aber es bleibt 
noch zu untersuchen, welche Rolle ihm beim enzymatischen 
Auf- und Abbau der Kiwei8kérper zukommt. 


Experimenteller Teil. 


I. Trennung der Polypeptidase und der Proteinase‘) 
durch fraktionierte Freilegung. 

1. Gang der Freilegung bei verschiedener {H'j. 

Die Freilegung der Polypeptidase und der Proteinase 
erfolgt gemiB den Belegen der ‘'ab. 2 am raschesten und mit 
den héchsten Ausbeuten bei neutraler Reaktion. Bei p, = 5 
findet man die Menge der in Loésung gegangenen Proteinase 
erheblich vermindert, die Polypeptidase aber fehlt so gut wie 
volistiindig. Dieser Unterschied der beiden Enzyme wird, wie 





1) Zur Trennung der Hefeproteasen vgl. man auBerdem die 
friiheren Mitteilungen: Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926), und zwar S. 254, 
269, 2738, 275, 280; Diese Zs. Bd. 167, S. 188 (1927); Diese Zs. Bd. 167, 
S. 202 (1927), und zwar 8. 218; Diese Zs. Bd. 175, 8. 18 (1928), und zwar 
S. 24; Chem. Ber. Bd. 61, S. 656 (1928), und zwar S. 658, 663. 
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die folgenden Versuche zeigen, viel deutlicher nach einer Vor- 
autolyse bei schwach alkalischer Reaktion. Die Aufrecht- 
erhaltung einer stark alkalischen Reaktion (p,, = 8—8,2) erwies 
sich als ungeeignet fiir die Gewinnung der beiden Enzyme, 
wenigstens bei erhéhter Temperatur. Der Versuch der Tab. 2 
wurde bei Zimmertemperatur durchgefiihrt, die jedoch in der 
fraglichen Zeit abnorm hoch, nimlich um 30°, lag. 


Tabelle 2. 


a) Freilegung der Hefepolypeptidase. 


(Wirkung von 0,2 ccm Enzymlésung, gemessen unter den Bedingungen 
der Bestimmungsmethode [vgl. Tab. 5)). 

















Py Wiihrend der Autolyse 
Dauer 
der Autolyse 5,0 6,0 7,0 | 8,0—8,3 
(Stunden) wai eas a ee —s 
Acidititszuwachs (cem n/20-KOH) 

6 0,00 0,13 0,20 | 0,32 

24 0,02 0.24 0,30 | 0,08 

48 0,04 0,50 1,00 | 0,08 

96 0,15 0,70 1,50 / 0,10 





b) Freilegung der Hefeproteinase. 


(Wirkung yon 2 ccm Enzymliésung, gemessen a) unter den Bedingungen 
der Proteinasebestimmung '), b) ebenso, aber in Gegenwart von 5 mg HCN). 

















Py Wahrend der Autolyse 
Dauer der 5,0 | 6,0 | 7,0 | 8,0—8,3 
Autolyse _ eee EE Nene Cane en 
j Q ‘seat - 
(Stunden) Aciditiitszuwachs (ecm n/5-KOH) 
a b | a | b | a | b | a jib 
6 0,02 0,09 | 0,01 0,16 | 0,11 0,25 | 0,00 0,05 
24 0,21 0,19 | 0,35 0,37 | 1,26 1,25 | 0,02 0,04 
48 0,19 0,19 | 0,41 | 0,47 | 1,36 1,30 | 0,02 0,01 
96 0,22 0,18 | 0,44 0,46 1,31 1,27 | 0,03 0,04 











1'/, kg frischer abgepreBter Hefe (mit rund 330 g Trockengewicht) 
wurden mit Chloroform verfliissigt, mit 1'/, Liter Wasser verdiinnt und 


1) Vgl. Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926), und zwar S. 258. 
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sofort neutralisiert. Die erhaltene Suspension teilte man in vier gleiche 
Portionen, die mit Essigsiure oder Ammoniak auf die gewiinschte Aci- 
ditit eingestellt und bei dieser erhalten wurden. Die in Lésung ge- 
gangene Enzymmenge wurde jeweils in abfiltrierten Proben bestimmt. 
Nur die bei py = 6 gebildete Lésung enthielt geringfiigige Mengen von 
Dipeptidase, die itibrigen waren praktisch frei davon. Dies entspricht 
der frither mitgeteilten Erfahrung'), wonach die Autolyse in Gegenwart 
von Chloroform nur Lésungen von geringer, manchmal sehr schwacher 
Dipeptidasewirkung ergibt, besonders bei alkalischer und stiirker saurer 
Reaktion und, wie es scheint, bei erhéhter Temperatur. 


2. Fraktionierte Autolyse bei schwach alkalischer 
Reaktion; Darstellung der Polypeptidase, 


Die Freilegung der Hefepolypeptidase erfolgt bei nicht zu 
stark saurer oder alkalischer Reaktion mit geringer, aber 
gleichmaBiger Geschwindigkeit im Laufe von einer Woche oder 
mehr, Die Proteinase dagegen ist schon nach 24, spitestens 
nach 48 Stunden vdéllig in Lésung gegangen. Zur Gewinnung 
der proteinasefreien Hefepolypeptidase ist es nur ndtig, nach 
Ablauf dieser Zeit den Heferiickstand von der Lésung abzu- 
trennen und nach gutem Waschen erneut mit Wasser und 
Zellgift der Selbstverdauung zu iiberlassen. Man erhilt dann 
im Laufe der folgenden Tage noch erhebliche Mengen des 
polypeptidspaltenden Enzyms, meist tiber 30°/, der Gesamt- 
menge, frei von jeder proteolytischen Wirkung. Der Gang der 
Freilegung der beiden Enzyme und ihre enzymatische Kon- 
zentration in den einzelnen Fraktionen ergibt sich am besten 
aus dem Versuch der Tab. 3, bei dem die Fraktionierung er- 
heblich hiufiger vorgenommen worden ist. Wir beschriinken 
uns darauf, die analytischen Belege im einzelnen nur fiir das 
aus der letzten Fraktion in tiblicher Weise dargestellte Poly- 
peptidasetrockenpraparat wiederzugeben. 

2mg ergeben bei der Einwirkung auf 49mg d,l-Leucyl-glycyl- 
glycin unter den Bedingungen der Bestimmungsmethode (Tab. 5) in einer 


Stunde einen Aciditiitszuwachs von 1,40 cem n/20-KOH (entsprechend 
70°/, Spaltung); 1 mg entspricht demnach 0,16 Po.-E. Die Aktivitiit 


—— 





1) R. Willstitter u. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, 8. 250 
(1926), und zwar S. 273. Vgl. auch unsere Angaben Diese Zs. Bd. 175, 
S. 18 (1928), und zwar S. 24. 
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Tabelle.3. 


Fraktionierte Freilegung der Polypeptidase und der Proteinase 
bei schwach alkalischer Reaktion (1'/, kg Frischhefe). 
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Trockenpriparat 














Lésung 

Dauer der mamas ic me , re 

Autolyse [ee SIS SESE PE LS 8\S ea eo Pr-E 
in Stunden | 3 = 6 ml $28 0 = 5 as AS E> UR — 

Qn BO) bo Ae me Te BS Bm 6. 

{—20 231 293 0,0036 0,79 53 265 | 0,100 0,20 
20—47 65 970 0,060 0,067 a oe a 
47—67 etwal 332 0,040 0,003 etw.0,5 80 0,36  etwa 0,006 
67—93 0,0 188 0,062 0,000 0,0; 73 | 0,33 0,000 
92—192 0,0 325 — 0,000 0,0 352 | 0,16 0,000 





blieb wihrend einer Beobachtungszeit von drei Monaten unveriindert. — 
12 mg ergeben bei der Einwirkung auf 0,6 g Gelatine unter den Bedin- 
gungen der Proteinasebestimmung nach 48 und nach 200 Stunden keinen 
meBbaren Acidititszuwachs (0,01 bzw. 0,00 em n/5-KOH); nach Beendi- 
gung des Versuches erstarrte die mit Leitungswasser gekiihlte Gelatine- 
lésung rasch und vollstindig. — iKbensowenig erfolgte eine Hydrolyse 
der Gelatine in Gegenwart von HCN unter sonst gleichen Bedingungen. 


Proteinase durch fraktionierte 


Autolyse. 


3. Gewinnung der 

Die Freilegung der Hefeproteinase erfolgt mit einem vdllig 
anderen zeitlichen Verlauf als diejenige der Polypeptidase. 
Trennt man die bei der Autolyse in Gegenwart von Chloro- 
form gebildete Lésung etwa 15 Stunden nach Versuchsbeginn 
oder frither von den Riickstiinden ab, so findet man in der 
Lésung wenig, mitunter auch gar kein proteolytisches Knzym. 
Aber in den folgenden Stunden setzt die Freilegung der Pro- 
teinase kriftig ein und schon nach etwa 24 Stunden ist sie so 
gut wie beendet. Als Beleg fiir diese eigenartige Erscheinung, 
die iibrigens auch aus dem Versuch der Tab. 2 erkennbar ist, 


') Die frither [Diese Zs. Bd. 153, 8. 250 (1926), und zwar 8S. 257! 
festgelegten, auf die Gelatinespaltung bezogene ,,Einheit des Hefetryp- 
sins“ (T.-E.) bezeichnen wir nunmehr sinngemiB als ,,Einheit der Hefe- 
proteinase“ (Pr.-E.). 
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sei im folgenden eines aus einer Reihe gleichartiger Beispiele 
angefihrt: 

1'/, kg Hefe wurden in iiblicher Weise mit Chloroform verfliissigt 
und mit 11/, Liter 0,3°/, igem Ammoniak versetzt. Man bestimmte die 


in Lésung gegangene Menge der Proteinase in abfiltrierten Proben. 
In je 1 eem der gewonnenen Lésungen waren enthalten: 


Nach einer Autolysenzeit von 16 18 21 23 Stdn. 
0,018 0,10 0,12 0,13 Pr.-Einh. 


Der zwischen der 16. und der 24. Stunde gebildete Anteil 
der Enzymlésung enthilt also die Proteinase im giinstigsten 
Verhialtnis gegeniiber dem polypeptidspaltenden Enzym. Dieses 
Verhaltnis laBt sich aber gemiB den Erfahrungen des voraus- 
gehenden Abschnittes (Tab. 2) noch erheblich verbessern, wenn 
man diesen Teil der Freilegung bei p, = 5 vor sich gehen 
laBt. Allerdings vermindert sich dabei die Proteinaseausbeute 
betrichtlich, naimlich auf etwa '/,—1/, des normalen Wertes; 
aber zugleich sinkt die Menge des in Lésung gehenden di- 
peptidspaltenden und des polypeptidspaltenden Fermentes auf 
nicht oder kaum nachweisbare Spuren herab. Das in dieser 
Arbeit angewandte Verfahren zur Gewinnung der proteolytisch 
einheitlichen Hefeproteinase besteht also in einer etwa 16 stiin- 
digen Vorautolyse bei schwach alkalischer Reaktion und darauf- 
folgender raschen Freilegung der Proteinase bei p,, = 4,8 bis 
5,0. Die so gewonnenen Enzymlésungen lassen sich durch 
Adsorption an Tonerde und Elution mit Diammonphosphat in 
bekannter Weise konzentrieren und reinigen. 


Beispiel. 1'/, kg frische Hefe wurden mit Chloroform verfliissigt 
und in 1'/, Liter 0,3°/, igem Ammoniak suspendiert. Nach 17 stiindiger 
Autolyse wurde der Heferiickstand in der Zentrifuge abgetrennt, griind- 
lich gewaschen und erneut in 800 cem Wasser suspendiert; die Suspen- 
sion brachte man mit Essigsiure auf p;, = 5,0 und iiberlieB sie weitere 
5 Stunden der Autolyse unter Toluolzusatz. Dann trennte man in der 
Zentrifuge vom Riickstand ab und brachte die Lésung zur Ausfillung 
der aus der Hefe aufgenommenen unléslichen anorganischen Phosphate 
mit Ammoniak kurze Zeit auf alkalische Reaktion (py = 8,5). Die nach 
dem Abfiltrieren des Niederschlages erhaltene klare Lésung wurde neu- 
tralisiert; sie war frei von Dipeptidase und von Polypeptidase und ent- 
hielt gemiB den Belegen der Tab. 4 betrichtliche Mengen an intaktiver 
Proteinase. 
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Einwirkung auf Leucyl-glycyl-glycin: 0,8 eem bewirkten unter den 
Bedingungen der Polypeptidasebestimmung in 40 Stunden keine meBbare 
Hydrolyse (gef. 0,00 cem n/20-KOH). — Einwirkung von 4 eem Lésung 
auf 225mg Leucyl-glycin, Bedingungen der Dipeptidasebestimmung: 
Acidititszuwachs in 40 Stunden: 0,00 eem n/5-KOH. 

Zur Reinigung adsorbierte man die eine Hilfte der Lisung sofort 
an Tonerde, die andere, nachdem bei 10 tiigigem Aufbewahren im Eis- 
schrank (py = 7,0) Selbstaktivierung erfolgt war: 

Je 400 com der Lésung wurden mit Essigsiure auf py = 5,0 ge- 
bracht und in Gegenwart von m/50-Essigsiiure-Acetatgemisch der gleichen 
Reaktion mit einer Suspension von 290 mg Tonerde Cy behandelt. Die 
Adsorbate eluierte man mit je 44 cem 5°/, iger Diammonphosphatliésung. 
Die erhaltenen Elutionen waren frei von Dipeptidase und von Poly- 
peptidase; ihre proteolytische Wirkung ergibt sich aus den Belegen der 
Tab. 4. 

Tabelle 4. 


Ejnwirkung gereinigter und ungereinigter Proteinaselésung auf Gelatine. 





(Bedingungen der Proteinasebestimmung.) 


Spaltung n. 


Ange- Std é 
Inzymlést a ease Bemerkung 
Enzymloésung wan vale n/5-KOH) merkung 
com 24 44 
{] 2,0 —- 0,02 0,00 | Gelatine erstarrt 


Rohlésung friseh 


2,0 j5mg HCN] 0,56 | 1,08 


LP] 


bleibt fliissig 





Dieselbe, durch 
Adsorption gerein. 


0,8 — |0,03 0,02 
0,8 j5mg HCN] 0,68 — 1,06 


erstarrt 
bleibt fliissig 





bei py 7,0 auf- 2,0 sete 0,34 | _ 
bewahrt | 
| ~—- Roh lésung, 10 Tage 2.0 es 04s | 0.72 


bei py 7 auf- 


bcastiees 2,0 j5mg HCN] 0,48 0,98 


os | —_ | 0,64 | 0,84 
0,8 |5mg HCN] 0,66 | 1,20 


‘ 


Dieselbe, durch 
Adsorption gerein. 











Rohlésung, 6 Tage | 





Einwirkung auf Leucyl-glycyl-glycin: Angewandt 0,4 cem Enzym- 





léisung, Bedingungen der Bestimmungsmethode, 18 Stunden. Aciditiits- 
zuwachs a) mit Elution aus frischer Lésung: 0,03, b) mit Elution aus 
gealterter Lisung: 0,04 cem n/20-KOH. — Einwirkung auf Leucylglycin: 
Angewandt 4 cem Enzymlésung, Bedingungen der Dipeptidasebestimmung, 
49 Stunden. Acidititszuwachs a) 0,00, b) 0,01 cem n/5-KOH. 


¢ 
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II. Zur Kenntnis der Hefepolypeptidase. 


1, Bestimmungsmethode und Kinheit. 

Das Wirkungsoptimum der Polypeptidase liegt, wie wir 
friher fir die Spaltung des Leucyl-glycyl-glycins und des Alany!- 
glycyl-glycins angegeben haben, und wie wir unten fiir die 
Hydrolyse des Merckschen Albuminpeptons belegen, bei 
Py = 7,0. Zum Zwecke der quantitativen Bestimmung messeu 
wir die EKinwirkung des Enzyms auf 49 mg d,l-Leucyl-glycyl- 
glycin (1/10-Millimol 1-Peptid) in einem Volumen von 2,0 ccm 
bei 40° und bei p,, = 7,0 und zwar in Gegenwart von m/30- 
Phosphatpuffer und m/25-Ammoncblorid. Die Ermittlung der 
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Fig. 1, Hydrolyse von Leucyl-glycyl-glycin durch Polypeptidase; Enzymmenge und Umsatz. 


Tabelle 5. 
Hydrolyse von d,l-Leucyl-glycyl-glycin durch dipeptidasefreie Hete- 
polypeptidase; Enzymmenge und Umsatz. 
(49 ng d,l-Leucyl-glyeyl-glycin, 0,2 cem m/3-Phosphat py = 7,0; 0,2 ecm 
0,4 n-Ammoniak—-Ammonchloridpuffer py =7,0. Vol.=2 ccm. Substrat und 
Enzym vorher mit NH, auf py = 7,0 eingestellt. 40°; Spaltungszeit 
1 Stunde. 








Enzymmenge _[ 0,05 | 0,10 | 0,20] 0,30 | 0,40 | 0,60 | 0,80 [1,20mg 





Spaltung (cem n/20-KOH) | 0,10] 0,32 | 0,59 | 0,83] 1,05] 1,45]1,65] 1,99 
Spaltung °/, . 2.6565 5 | 16 | 30 | 41 | 52 | 72 | 83 | 100 
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Polypeptidaseeinheiten erfolgt auf Grund der in Tab. 5 und 
Fig. 1 wiedergegebenen Beziehung zwischen Enzymmenge und 


Umsatz bei einer Spaltungszeit von 1 Stunde. 


Wir bezeichnen 


als ,,HMinheit der Hefepolypeptidase“ (Po.-E.) das Fiinffache der- 
jenigen Knzymmenge, die unter den Bedingungen des Ver- 


Tabelle 6. 
Einwirkung der Polypeptidase auf Proteine und Peptone. 


(2,65 mg Polypeptidase-Trockenpriparat aus Tab. 3, Fraktion 5 (= 


0,4 


Einheiten), 40 mg Substrat, py =7,0. Vol.=2 cem. Titration mit n/20-KOH. 





Substrat 


Eieralbumin, nativ 
Kieralbumin, denaturiert 
Fibrin . 

Gelatine 

Casein . 

Histonsultat . 
Salminsulfat . 
Clupeinsulfat 

Glycinin ‘), a oe 
Glycinin, Kontrolle ohne Enzym 
Glyecinin, gekocht . 
Edestin'), ungekocht . 
Edestin, gekocht 
Hordein’). 


Ly salbinsiure ¢ aus | Ei 1), 
Lysalbinsiure aus Casein‘) 
Protalbinsiure aus Ei‘) 
Protalbinsiure aus Casein! y , 








Albuminpepton Meh , 

Gelatine, mit Papain vorverdaut 

Gelatine, mit sa casselesiane vorver- 
daut . ae : 

Gelatine, mit er HCN 
vorverdaut eo eh 30 4 








Spaltung nach Stunden 
(eem n/20-KOH) 


5 eee 











4 | 24 48 | 170 
a 0,01 | 0,00 0,01 
sia 0,00 0,01 0,01 
= 0,02 000 — 
— | -—0,01; 0,01 0,00 
— 0,02 0,01 0,00 
me 0,01 0,02 ' 0,02 
0,03 0,00 -001,; — 
0,01 0,01  —0,02 = 
ae 1,84 2,22 2,80 
~~ 0,85 2.25 ee 
— 0,00 —0,01 —0,01 
sa 0,12 — 0,38 
_ 0,00 0,01 0,01 
= | ae — 0,00 
0,00 | —0,02 | —0,02| — 
0,02 001}; 002; + 
0,00 —0,02 | —0,02 ie 
0,01 0,01 0,00 _ 
0,54} 1,87] 1,60; — 
0,10 so2 0,60 ea 
“= 0,34 0,63 es 
0,28 0,67 0,80 od 











') Der I. G. Farbenindustrie A. G., Forschungslaboratorium Oppau, 
danken wir bestens fiir die freundliche Uberlassung dieser Priiparate. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIX. 4) 
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suches die Hialfte der vorhandenen 1-Peptidmenge in Leucin 
und Glycyl-glycin zerlegt. Die so festgesetzte Kinheit ent- 
spricht sehr annihernd der frither definierten Dipeptidase- 
einheit. In Gegenwart groBer Mengen von Dipeptidase ist die 
Bestimmungsmethode nicht streng anwendbar, da das gebildete 
Glycyl-glycin weiter zerlegt wird, wenngleich nicht sehr rasch; 
die Werte werden dadurch nach oben gefalscht. 


2. Verhalten gegen Proteine und Peptone. 


Die einheitliche Hefepolypeptidase ist gegeniiber allen ge- 
priiften Proteinen einschlieBlich der Protamine und des Histons 
vollkommen unwirksam (Tab. 6). Die beiden Pflanzenglobuline 
Edestin und Glycinin konnten nur 1m abgekochten Zustand auf 
ihre Spaltbarkeit untersucht werden, da die uns zur Verfiigung 
stehenden Priparate dieser Proteine, besonders des Glycinins, 
eine aktive Protease enthalten, die eine Spaltbarkeit vortauscht; 
die abgekochten Globuline waren wie alle iibrigen Proteine 
fir die Hefepolypeptidase unangreifbar. Auch die durch 
Alkaliwirkung aus Albumin und Casein gebildeten ersten Abbau- 
produkte, die sogenannte Lysalbinsiure und Protalbinsiure '), 
widerstehen der Kinwirkung des Enzyms. Dagegen werden 
die durch enzymatischen Abbau mit Pepsin, Papain, Papain- 
HCN oder Hefeproteinase erhaltenen Peptone von der Poly- 
peptidase weiter hydrolysiert. 





3. Hemmbarkeit durch Blausiure und 
Schwefelwasserstoff. 


Im scharfen Gegensatz zur Proteinase wird die Hefepoly- 
peptidase sowohl durch Blausiure wie durch Schwefelwasser- 
stoff stark gehemmt. Noch kriftiger ist die hemmende Wir- 
kung dieser Reagentien im Falle der Dipeptidase; die in 
unserem Versuch angewandte Konzentration geniigte hier zw 
vollkommenen Hemmung. 





1) Vgl. C. Paal, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 2195 (1902). 
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Tabelle 7. 


Hemmung der Polypeptidase durch Blausiiure und Schwefelwasserstoff. 
(Volumen der Versuchsprobe 2 ecm; 40°.) 








Spaltg. nach Stunden 











Enzym Substrat Zusatz Diy (com n/20-KOH) 
1 | 2 { 3 | 20 
TE AT aoe me - — : ~ 
0,32 Po.-E. | 49 mg Leucyl- i 7.0 |1,41| 1,98] — | 2,00 
glyeyl-glycin | 1 mg HCN | 7,0 |0,27|0,44) — | 1,11 
1,3 mg H,S | 7,0 |0,03|0,07) — | 0,22 
—$_$____. 
| i 
0,2 Di-E. | 45 mg Leucyl- it 7,8 | 1,22 | 2,00, 2,30; — 
glycin 1 mg HCN | 7,8 | 0,00} 0,01 |—0,01) — 

















1,3 mg H,S | 7,8 | 0,00 | 0,02 | 0,01! 


III. Zur Kenntnis der Hefeproteinase. 


1. Aktivierung durch Blausaiure und Schwefel- 
wasserstoff; Selbstaktivierung. 


Die Angaben der Tab. 8, die sich simtlich auf Enzym- 
lésungen aus der gleichen Hefeprobe beziehen, zeigen zuniichst 
in Ubereinstimmung mit den Versuchen der Tabellen 4 und 15, 
daB die nach dem Verfahren des ersten Kapitels frisch dar- 
gestellten Proteinaselésungen gegeniiber Gelatine auch bei langen 
Versuchszeiten vollig unwirksam sind (Versuch 1 und 8) und 
daB sie ein betrichtliches Spaltungsvermégen fiir Gelatine 
durch Zusatz von Blausiiure (Versuch 2 und 9) oder durch 
mehrtigiges Aufbewahren bei neutraler Reaktion (Versuch 3, 
5, 11) gewinnen. Die Blausiure kann durch Schwefelwasser- 
stoff ersetzt werden (Versuch 10 und 18). Die durch Auf- 
bewahren bei p, =7 aktiv gewordenen Liésungen kénnen 
durch Blausiure nicht oder doch nicht wesentlich in ihrer 
Wirksamkeit gesteigert werden (Versuch 3 und 4, 11 und 12). 
Bei saurer Reaktion (p,, = 5,0) findet eine Selbstaktivierung 
nicht statt (Versuch 15 und 18). Daher beobachtet man auch 
in den bei p,, = 5 durchgefiihrten Spaltungsversuchen selbst 
wahrend langer Hydrolysenzeiten kein Anzeichen einer Selbst- 
aktivierung (Versuch 1, 8, 15). Umgekehrt lassen sich sogar 
die einmal voll aktivierten Elutionen durch Aufbewahren bei 


5* 
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Tabelle 8. 


Selbstaktivierung und Aktivierbarkeit durch HCN und H,S. 
(Bedingungen der Proteinasebestimmung; Substrat Gelatine, 





Spaltung 



























































: 3 
= qa 
s Ss , 5- 
on Enzym Alterung Fs 5 Zusatz enens mete 
- = 24 | 48 | 70 
< Stdn. | Stdn. | Stdn. 
at 2 rn ena NN SES ace =e sounaaee = STS SaaaLeSannigeeetennacsaneemaas SA moors — = 
1 | Rohlésung — 2,0 — 0,00 | 0,01 | 0,00 
2 desgl. - 2,0| 5mg HON |0,63/ 0,98] 1,04 
3 desgl. 7 Tage bei py; =T | 2,0 — 0,42 | 0,69; — 
4 desgl. a 2,0] 5mg HCN | 0,47/0,95|) — 
| 
5 desgl. 21 Tage bei py = 2,0 — 0,40 | 0,60; — 
6 desel. 7 Tage bei Put) 2,0 _ 0,05 012, — 
dann | 
7 desgl. 5 Tage bei py;=5 2,0} 5mg HCN [0,03 0,12) — 
8 | Elution aus | | 
Tonerde- | 
adsorbat — 0,8 — 0,00|0,01  — 
9 desgl. — 0,8) 5mg HCN ]0,50/1,04 — 
10 desgl. — 0,8 | 6,5 mg H,S | 0,46 | 0,70 | _ 
11 desgl. 10 Tage bei py=7 | 0,8 — 0,60 0,84 
12 desgl. is 0,8} 5mg HCN |0,60 1,20 — 
13 desgl. 10 Tage bei py, = 7,)] 9,8 — 0,18 | 0,24 as 
dann 
14 desgl. 8 Tage bei py =5 1 0,8 | 5mg HCN | 0,66) 1,08) — ) 
15 | desgl. 6 Tage bei py=5 | 0,8 on 0,01} — | 0,02 
16 desgl. - 0,8 | 9,8mgNH,Cl] 0,02} — | 0,02 
17 desgl. = - | 0,8 ]13,8 mg KCl | 0,01} — | 0,00 
18 desgl. ” 0,8 | 65mg H,S |0,49; — | 0,98 
saurer Reaktion wieder annihernd in die inaktive, durch Blau- 





siure aktivierbare Form zuriickverwandeln (Versuch 11 und 12, 
13 und 14), ohne daB dabei Verlust an Enzym eintritt (Ver- 
such 12 und 14). In den rohen Liésungen scheint dagegen bei 
saurer Reaktion auch das Enzym selbst zerstért zu werden 
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(Versuch 3 und 4, 6 und 7). Mit der Unbestiindigkeit des natiir- 
lichen Aktivators in saurer Liésung hingt es wohl zusammen, 
daB auch Lésungen, die sich im maximalen Aktivierungs- 
zustand befinden, bei langen Spaltungszeiten in ihrer Leistung 
zuriickbleiben gegeniiber den mit Blausiiure aktivierten Ver- 
gleichsversuchen (Versuch 11 und 12\. Kalium- und Ammonium- 
chlorid, die nach den Angaben von Ringer und Grutterink 
(a. a. O.) die Auflésung unléslicher Substrate durch Papain be- 
giinstigen, erweisen sich in unseren Versuchen als vollkommen 
unwirksam (Versuch 16 u. 17). Dasselbe gilt gem’B dem folgenden 
Versuch hinsichtlich der Peptonspaltung durch Papain: 


Substrat: Pepton aus Gelatine, durch erschépfende Verdauung mit 
nicht aktiviertem Papain gewonnen. 

6mg Suecus Caricae Papayae Merck, 0,40 g Pepton, m/25-Dina- 
triumcitrat py = 5,0 Vol. = 10 cem. 24 Stdn.; 40°. Versuch a) ohne Zu- 
satz, b) mit 5 mg HCN, c) mit 13,8 mg KCl. Hydrolyse entspricht bei 
a) 0,08, b) 1,19, c) 0,01 cem n/5-KOH. 


2. Abhangigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Gelatine wird von der polypeptidasefreien, mit Blausiure 
aktivierten Hefeproteinase optimal bei p, = 5,0 gespalten, 
wahrend friiher mit polypeptidasehaltigem Enzymmaterial das 
Optimum bei p,, = 5,2, in einem anderen Beispiel bei p,, = 5,9 
bis p,, = 6,5 gefunden worden war. Der Verlauf der Aktivitits- 
p,-Kurve, der durch steilen Abfall nach der sauren, weniger 
steilen nach der alkalischen Seite ausgezeichnet ist, ist dem bei 
Papain und Bromelin friiher ermittelten auBerordentlich ahn- 
lich, doch ist der Abfall nach beiden Seiten noch etwas steiler 
als im Falle der beiden anderen Proteasematerialien (Tab. 9 
und Fig. 2). 

Das gleiche Optimum und einen sehr dhnlichen Verlauf 
der p,-Kurve finden wir bei der Spaltung des durch Pepsin- 
verdauung gewonnenen Merckschen Albuminpeptons. Das 
Optimum stimmt mit dem fiir das Papain ermittelten iiberein; 
jedoch ist der Abfall auch hier nach beiden Seiten steiler als 
dort, aber nicht so steil als beim Bromelin. Diese Verschieden- 
heiten kénnen durch die verschiedene Bestandigkeit der Enzyme, 


| 





70 Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff, 


Tabelle 9. 


Gelatinespaltung durch blausiiureaktivierte Hefeproteinase bei wechselnder 
Wasserstoffionenkonzentration. 
(0,8 cem Hefeproteinase, durch Tonerdeadsorption gereinigt, 5 mg HCN. 
0,6 g Gelatine in 10 ccm; py eingestellt mit m/30-Diammonphosphat- 
Essigsiiuregemisch. 40°.) 
























































Pu Hydrolyse (cem n/5-KOH) 
Beginn Ende 24 Stdn. | 48 Stdn. 
———_———— a tae = 
3,8 | 3,9 0,03 0,04 
5,0 | 5,0 0,48 1,08 
6,0 | 5,9 0,28 0,74 
7,0 | 6,9 0,16 0,35 
am 
ne 
x 
S 
GQ 
N05 
” 
S 
x 
8 
oO 
Pry . 


Fig. 2. Py, -Abhingigkeit von blausiiureaktivierter Hefeprotease; Substrat Gelatine. 


unter Umstiinden auch durch ihre wechselnde Substrataffinitiit 
bedingt sein. Dagegen zeigt die Hefe-Polypeptidase bei der 
Spaltung von Pepton, wie bei der Hydrolyse der friher ge- 
priiften einfachen Peptide, ein ausgesprochenes Optimum bei 
P,, = 7; ihre Wirkung ist bei p, =5 nur mehr gering. Die 
Gegeniiberstellung dieser beiden p,-Kurven und der friher 
mit dem ,,Hefe-Trypsin“, also dem Gemisch aus Polypeptidase 
und Proteinase, ermittelten laBt klar ersehen, da& der friiher 
beobachtete Verlauf durch Uberlagerung der beiden Enzym- 
wirkungen zustande gekommen ist (Tab. 10 und 11; Fig. 3). 
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Tabelle 10. 


Hydrolyse von Albuminpepton durch nichtaktivierte Hefeproteinase bei 
wechselnder Wasserstoffionenkonzentration. 


(1,0 cem Proteinaselésung, nicht gealtert, durch Tonerdeadsorption ge- 
reinigt; 0,4 g Albuminpepton (Merck) in 10 cem; py eingestellt durch 
m/25-Diammonphosphat-Essigsiuremischung.) 








Pu Spaltung nach 
— — iitatrineprestciisiaibacitaa 20 Stunden 
Beginn Ende (cem n/5-KOH) 
3,8 3,8 0,00 
5,0 5,0 0,88 
6,0 6,0 0,70 
7,0 7,0 0,44 








Tabelle 11. 


Hydrolyse von Albuminpepton durch Hefepolypeptidase 
bei wechselnder [H’']. 
(13,3 mg Polypeptidase-Trockenpriiparat (= 2,0 Po.-E.); 0,4 g Albumin- 
pepton; Vol. = 10 cem.) 

















Pu Spaltung nach 
sae — wane 20 Stunden 
Beginn Ende (ecm n/5-KOH) 
5,0 | 5,0 0,17 
6,0 | 6,0 2,10 
6,5 | 6,4 2,53 
7,2 | 7,1 2,70 
7,6 | 7,5 1,94 
8,0 8,0 1,40 





Bei den Substraten: Fibrin und Edestin dagegen ergab 
sich das Optimum recht scharf beim Neutralpunkt, die Wirkung 
bei p, = 5 fanden wir nur geringfiigig. Um zu priifen, ob 
etwa die hdhere Phosphatkonzentration, die wir in diesen 
Versuchen angewandt haben, fiir die beobachteten Unterschiede 
verantwortlich zu machen ist, wie dies nach den Mitteilungen 
von Ringer und Grutterink (a. a. 0.) im Falle des Papains 
anzunehmen wire, haben wir einige Versuche mit Edestin 
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auch ohne jeden Pufferzusatz ausgefiihrt. Die Hydrolysen- 
mischung wurde lediglich durch geringe Mengen von Essigsiure 
oder Ammoniak auf die gewiinschte Aciditat gebracht. Auch 
in diesem Falle finden wir die Spaltung bei p,, = 7 erheblich, 
namlich etwa zwei- bis dreimal rascher als bei p,, =5. Es 
ist nach den Versuchen von Ringer wohl méglich, daB Art 
und Konzentration der Puffermischungen den Verlauf der p,,- 
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Fig.3. Hydrolyse von Albuminpepton Merck, 


a) durch Hefeproteinase (—-O—O—) 

b) durch Hefepolypeptidase (—A—A—) 

ec) durch ein Gemisch beider Enzyme (,,Hefetrypsin’’ nach Willstitter und 
Grassmann a.a.O, (— —x— —X— —). 


Kurve modifizieren kénnen; aber dieser KinfluB diirfte, wenigstens 
bei den in unseren Versuchen iiblichen geringen Pufferkonzen- 
trationen, zuriicktreten gegeniiber dem wesentlicheren Hinfluf 
des Substrates, der durch dessen elektrochemische Natur ge- 
geben ist. Auch einige Versuche der Tabelle 15 zeigen den 
EinfluB dieses Faktors. Casein (isoelektrischer Punkt = 4,8) 
wird bei p,, = 5 — obwohl es hier unléslich ist — weit besser 
gespalten als bei p,,=7, das basische Histon verhalt sich 
umgekehrt. 
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Hydrolyse von Edestin ohne Pufferzusatz: 4 ccm selbstaktivierte 
Proteinase-Rohlésung, 0,2 ¢ Edestin in 10 cem; py, eingestellt mit Essigsiiure 
bzw. Ammoniak. 


Hydrolyse nach 20 42 Stdn. 
bei py = 5 0,12 0,40 cem n/5-KOH 
bei py = 7 0,34 0,77 eem n/d5-KOH. 


Tabelle 12. 


Fibrinspaltung durch blausiiureaktivierte Hefeproteinase bei wechselnder 
Wasserstoffionenkonzentration. 

.2cem Hefeproteinase, durch Tonerdeadsorption gereinigt, 2 Tage alt, 

5mg HCN; 0,4 ¢ Fibrin in 10 cem; py eingestellt mit m/12-Diammon- 
phosphat-Essigsiuremischung.) 





Py Spaltung nach 
PSaeues | 25 Stunden 
Beginn Ende (eem n/5-KOH 
5,0 | 5,0 0,08 
6,0 | 5,8 0,35 
7,1 | 7,0 0,60 
8,0 | 7,6 0,38 
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Fig. 4. p,,-Abhingigkeit von blausiureaktivierter Hefeproteinase; Substrat Fibrin. 


Fiir die Fibrinhydrolyse durch blausiureaktiviertes Papain 
haben Willstaitter und Mitarbeiter (a.a.O.) das Optimum 
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Tabelle 13. 


Hydrolyse von Edestin durch blausiureaktivierte Hefeproteinase bei 
wechselnder [H’]. 


(0,3 g Edestin, sonst wie Tabelle 12.) 



























































PH Spaltung (cem n/5-KOH) 
Beginn Ende 24 Stunden 48 Stunden 
5,0 | 5,0 0,05 | 0,25 
6,0 | 5,9 0,30 0,55 
7,0 | 7,0 0,62 0,88 
8,0 | 8,0 0,37 0,52 
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Fig. 5. py -Abhingigkeit von blausdureaktivierter Hefeproteinase; Substrat Edestin. 


bei p, = 7,2 gefunden; unser Befund an der Hefeproteinase 
stimmt damit annihernd iiberein. Im Falle des Edestins war 
jedoch zum Zwecke des Vergleiches die p,,-Abhangigkeit der 
Papainhydrolyse noch zu ermitteln. GemiB den Angaben der 
Tabelle 14 ist der Verlauf der Aktivitits-p,-Kurve in diesem 
Falle etwas flacher; das Optimum liegt aber auch hier in der 
Niihe des Neutralpunktes, jedenfalls zwischen p,, = 6,0 und 7,4. 
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Tabelle 14. 


Hydrolyse von Edestin durch Papain-HCN bei wechselnder [H’). 


(0,3 g Edestin, 6 mg Papain, 5 mg HCN; alle iibrigen Bedingungen ent- 
sprechend Tabelle 12.) 











PH Spaltung (cem n/5-KOH) 
Beginn Ende 3 Stunden 4,5 Stunden 
5,0 | 5,0 0,46 0,62 
6,0 | 6,0 0,61 | 0,75 
6,6 | 6,8 0,71 | 0,76 
7,4 7,4 0,69 0,78 
9,3 | 9,3 0,37 0,38 





3. Zur Spezifitat der Hefeproteinase. 


In den vorausgehenden Abhandlungen!) sind zahlreiche 
Dipeptide und Polypeptide und deren Derivate hinsichtlich 
ihres Verhaltens gegeniiber der Hefeproteinase gepriift worden. 
Das Ergebnis war, daB das Enzym, falls es frei von den beiden 
Peptidasen vorliegt, keines der untersuchten synthetischen Sub- 
strate zu spalten vermag. Dies gilt auch hinsichtlich solcher 
Peptide und Peptidderivate, die vom Pankreastrypsin hydro- 
lysiert werden. Die Versuche der vorliegenden Arbeit (Tab. 15) 
gelten dem Verhalten des Enzyms gegeniiber Proteinen und 
Peptonen. Die Feststellung, das simtliche gepriifte Proteine 
einschlieBlich der Protamine von dem aktivierten Enzym, nicht 
aber von der inaktiven Form gespalten werden, bedeutet nur 
eine Krweiterung der weiter oben mitgeteilten Ergebnisse am 
Substrat Gelatine. Wichtiger aber ist im Hinblick auf die 
analogen Verhiltnisse bei anderen Proteasen die ‘T'atsache, 
daB auch das inaktive Enzym noch gewisse spezifisch enger 
umgrenzte Leistungen auszuiiben vermag. So hydrolysiert die 
nicht aktivierte Proteinase sowohl Albuminpepton, wie auch 
das durch Verdauung mit Papain aus Gelatine gebildete Pepton, 
aber die Spaltung dieser Substrate wird durch die Aktivierung 
mit Blausiure beférdert. Vdéllig abweichend verhalt sich da- 
gegen das durch erschépfende Verdauung mit Papain-HCN 


1) Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927); Chem. Ber. Bd. 61, S. 686 (1928). 
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Tabelle 15. 


Einwirkung von Hefeproteinase mit und ohne Aktivatoren 


auf Proteine und Peptone. 


Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff, 


(Enzym mit 0,4 g Protein in 10 cem; 40°.) 




















Spaltung 
3 (eem n/5-KOH) 
Enzym Substrat Zusatz | py = 
20 44 | 62 
Stdn. Stdn., Stdn. 
2 eem frische Elution Gelatine ao 5,0} 0,01 (0,02 — 
desgl. desgl. 5mg HCN [5,0] 0,50 | 0,98; — 
desgl. Casein — 15,0] 0,01, 004 — 
desgl. desgl. 5mg HCN ] 5,0] 0,70/ 1,03 — 
desgl. Histon — 5,0} 0,02; 0,03 — 
desgl. desgl. 5mg HCN ] 5,0] 0,12) 0,26 - 
desgl. desgl. — 7,0 0,03 | 0,01; - 
desgl. desel. 5mg HON [7,0] 0,40) 0,56 — 
desgl. Eieralbumin — 5,0] 0,00) 001 — 
desgl. desgl. 5mg HCN 15,0] 0,12 | 6,21; — 
desgl. Edestin ao 7,0] 0,01) 0,01; — 
desgl. desgl. dmg HON 17,0] 0,62 0,88 | = 
desgl. Fibrin -—- 7,0] 0,05 | — | — 
desgl. desgl. 5mg HCN | 7,0 0,60 | -— ~~ 
desgi. Salmin — 7,0} 0,03 0,62) — 
desgl. desgl. 5mg HCN 17,0] 0,56 0,76) - 
desgl. Clupein (0,2 g -— 7,0] 0,03 0,05 | 
desgl. desgl. 5mg HCN |7,0] 0,31 0,40) — 
0.8 cem Elution aus | 
gealterter Loésung Gelatine — 5,0 0,48 | e382; — 
desgl. Casein — 5,0} 0,88; 1,36 
desgl. desgl. 7,0} 0,02) 0,12 
desgl. Histon -- 7,0] 0,82); 1,255 — 
dese. Eieralbumin — 5,0} 0,16 | 0,16 
desgl. Fibrin - 7,0 0,70 | — 
desgl. idestin 7,0] 0,75) 1,20 — 
desgl. Salmin 7,0] 0,88 | 1,11 
desgl. | Hordein ~~ 7,0} 0,15 | 0,25 — 
1 cem frische Elution | Albuminpep- | | 
ton (Merck) - 5,0] 0,88/ 1.26) — 
desgl. desl. 5mg HCN | 5.0] 1,56 2,16) — 
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Tabelle 15 (Fortsetzung). 








Spaltung 


‘ ‘ 2 (cem n/5-KOH) 
Enzym Substrat ZLusatz PH Posie 


20 | 44 | 62 











2cem frische Elution | Papainend- 
pepton aus | 

Gelatine — 5,0} 0,16) 0,50, 0,77 
desgl. desgl. 5mg HCN 15,0] 0,50!) 0,94 1,25 





2 cem frische Elution | Papain-HCN- 

Endpepton 
aus Gelatine + 5,0} 0,02 0,04 

desgl. desgl. 5mg HCN | 5,0] 0,01; 0.02, — 





l Albumin- | | 
pepton — 5,0} 0,87 | 
(Merck) | 


2 eem Elution aus 


gealterter Losung 1,31, — 





2cem Elution aus ‘ened 
gealterter Lisung —— ot : 
5mg HCN [5,0] 0,71) 1,05) - 





desgl. Gelatine 
' ” 
2 ccm Elution aus Papain- 
gealterter Losung HCN -End-); -— 5,0} 0,00, 0,02, — 
pepton _ 
desgl. Gelatine 5mg HCN | 5,0] 0,01 0.01; — 




















gebildete Gelatinepepton. Es wird weder von aktivierter noch 
von inaktiver Hefeproteinase weiter gespalten. Die Hefe- 
proteinase kann also in ihrer spezifischen Wirkung bei der 
Gelatinehydrolyse durch Papain-HCN, aber nicht durch Papain 
allein oder durch Pepsin vollkommen ersetzt werden. Um- 
gekehrt wird das durch erschépfende Verdauung mit Hefe- 
proteinase—Blausiiure gebildete Pepton durch Papain und durch 
Papain-HCN weitergespalten: dieser Befund ist im theoretischen 
Teil diskutiert worden. 


6 ¢ Gelatine wurden mit 66 mg eines polypeptidasefreien Trocken- 
priparates der Hefeproteinase in Gegenwait von 50 mg HCN und m/30- 
Dinatriumcitrat im Volumen yon 100 eem 12 Tage bei 40° verdaut. Die 
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Hydrolyse, durch Titration von 2 ccm-Proben verfolgt, stand bei einem 
Acidititszuwachs entsprechend 1,40 cem n/20-KOH. Erneute Zugabe 
von 40 mg Enzym bewirkte in 2 Tagen keine weitere Hydrolyse. 
Durch sechsmaliges Abdampfen im Vakuum wurde die Blausiure voll- 
stiindig entfernt. Das gewonnene Pepton ist durch Papain, besser durch 
Papain-HCN spaltbar. 


80 mg Pepton, 2 mg Papain, py, = 5,0. 


Spaltungszeit 5 22 48 Stdn. 
Hydrolyse ohne HCN. . 0,37 0,95 1,10 cem n/20-KOH 
Hydrolyse in Gegenwart 
von 5mg HCN . . . 1,15 1,80 2,15 eem n/20-KOH 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 
durch deren Unterstiitzung unsere Arbeit entscheidend ge- 
fordert worden ist, danken wir fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 














Leberglykogen und Muskeltraining. 


Von 


Yoshiaki Wakabayashi. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Hamburg. 
Allgemeines Krankenbaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1928.) 


Durch Hunger und Muskelarbeit sinkt der respiratorische 
Quotient zunichst auf den Wert der reinen Fettverbrennung, 
spiter noch unter ihn, gleichzeitig verschwindet das Leber- 
glykogen. Die Kohlenhydrate werden im Muskel verbraucht 
und das Leberglykogen dient als Ersatz. Es besteht wohl 
kein Zweifel, daB die Verbindung zwischen den Kohlen- 
hydraten des Muskels und dem Leberglykogen durch den 
Blutzucker hergestellt wird. Kine nervése Verbindung ist 
nicht anzunehmen, da das Gleichgewicht Blutzucker—Leber- 
glykogen, auch bei starker Belastung, durch Entnervung der 
Leber nicht gestért wird.?) 

Bei kohlenhydratfreier Nahrung und langdauernder Muskel- 
arbeit fand Eckert?) Verhaltnisse, die auf ein vélliges Fehlen des 
Glykogens im Kérper schlieBen lieBen. Blutzucker und Kérper- 
temperatur waren niedrig und bei Zufuhr von Fleisch sank der 
respiratorische Quotient dauernd auf Werte ab, die iiberhaupt 
nur verstiindlich sind, wenn im grofen Umfange aus EiweiB Gly- 
kogen gebildet wird. Schirlitz*) hat diese Versuche wieder- 
holt, in seiner Arbeit sind ganz entsprechende Versuche mit- 
geteilt, in denen gleichzeitig mit schwerer Erschépfung der 
respiratorische Quotient auf Werte fiel, die bei bloben Ver- 





1) R. Plaut, Zs. Biol. Bd. 76, S. 193 (1922). 
2) A. Eckert, Ebenda Bd. 71, S. 137 (1920). 
5) Naturwissenschaftl. Verein Hamburg, 4. Folge, Bd. 2. 
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brennungen unmdglich sind, und die eine Neubildung von Gly- 
kogen aus einem sauerstoffirmeren Material beweisen. Die 


Zahlen lauten: 
K. P. D. 


respiratorischer Quotient niichten . . . 0,49 0,51 0,56 
nach Fleisch 1 Std. 0,56 0,49 0,43 
2 , 0,35 0,48 ~ 


9 ”? 


] P] 99 hl 


Als aber Schirlitz die Versuche an einem gut trainierten 
Menschen vornahm, konnte er die Folgen des Glykogenmangels 
nicht oder nur angedeutet erhalten. Er schloB daraus, dai 
beim Trainieren sich irgend etwas im Chemismus des Muskels 
verandert haben miisse. 

Seit Erscheinen dieser zwei Arbeiten haben Embden und 
Habs!) gefunden, daB bei Kaninchen Muskeln, die tiglich 
kurze Zeit indirekt faradisch gereizt wurden, erheblich mehr 
Glykogen enthielten, als die entsprechenden ungereizten 
Muskeln. Daraus und aus anderen Beobachtungen schlieBen 
Embden und Habs auf eine Verinderung des Muskelchemis- 
mus beim Training. Die Befunde von Schirlitz und die von 
Embden und Habs passen gut zusammen. 

Das schnelle Verschwinden des Leberglykogens beim Un- 
trainierten ist in den Versuchen von Eckert und Schirlitz 
aus dem Verhalten des respiratorischen Quotienten erschlossen 
worden. Unmittelbar beobachten liBt es sich beim Menschen 
natiirlich nicht. Auf Veranlassung von Prof. Kestner habe 
ich versucht, den Unterschied im Verhalten des Leberglykogens 
zwischen trainierten und untrainierten Tieren unmittelbar fest- 
zustellen. 

Als Versuchstiere habe ich Ratten benutzt und die Tiere in 
einem gepolsterten Tretrade laufen lassen. Die ‘Tiere waren im 
Institut gezogen und bis dahin in der iiblichen Weise unter- 
gebracht, hatten sich also wenig bewegt. Sie wurden immer 
sehr bald hochgradig erschépft, Weibchen gingen in der Regel 
bald zugrunde. Aber auch von grofen, iiber 200 g schweren 
miinnlichen Ratten habe ich manche verloren. SchlieBlich er- 
wies sich als nétig, die Tiere immer nur 5 Minuten laufen zu 


1) Diese Zs. Bd. 171, S. 16 (1927). 
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lassen, dann eine Pause von 10 Minuten eintreten zu lassen 
und dann die Tiere wieder laufen zu lassen. Auf diese Weise 
lieBen sich wenigstens einige Tiere trainieren. 

Die Tiere wurden dekapitiert und von der Leber so 
schnell als méglich Stiickchen von etwa 0,6—0,7 g heraus- 
geschnitten und sofort in gewogene ZentrifugengefaiBe mit 
2 ccm heiBer 60°/iger Kalilauge geworfen. Dann wurden die 
GefiBe gewogen, 2 Stunden im Wasserbad erhitzt, mit einem 
UberschuB von Alkohol, 8 ccm, versetzt, abkiihlen gelassen 
und zentrifugiert. Das so gewonnene Glykogen wurde in den 
ersten Versuchen in Wasser gelést, hydrolysiert und der 
Zucker nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Indessen stief 
ich dabei auf Schwierigkeiten, vielleicht weil die Mengen hier 
gréBer sind als bei den Blutzuckerbestimmungen, fiir die ja 
die Methode geschaffen ist. In den entscheidenden Versuchen 
bin ich daher so vorgegangen, daB ich das Glykogen nach 
seiner Wiederauflésung in Wasser noch dreimal gefallt, wieder 
aufgelést und wieder gefallt habe, dann wird es aschefrei. 
SchlieBlich habe ich es gewogen. Die Methode ist etwas um- 
stiindlich, hat aber den Vorteil, da& man an der GréBe des 
Niederschlages das Ergebnis sofort sehen kann. Nur die Wige- 
versuche sind angefiihrt. 

Sechs normale, vom Futter weggenommene, Ratten zeigten 
folgenden Glykogengehalt in 1 g Leber (Durchschnitt aus zwei 
oder drei Bestimmungen): 

A. 33,3 mg Bb. 105 mg D. 46,4 mg 
D. 39,7 ,, E. 39,9 ,, F. 77,9 ,, 

Nach 24stiindigem Hungern waren von dem Glykogen 
nur noch Spuren vorhanden, die sich in der Regel nicht mehr 
wiegen lieBen. 

Eine Anzahl Ratten, ebenfalls frisch vom Futter ge- 
nommen, liefen dann achtmal in 2 Stunden, jedesmal 5 M.- 
nuten. Bei den Tieren, die nur einmal zum Versuch kamen, 
fand ich ebenfalls das Glykogen bis auf Spuren oder viollig 
verschwunden; aber auch fiinf von sechs Ratten, die 5—16 Tage 
hindurch tiiglich gelaufen waren und nach dem letzten Lauf 
getétet waren, erwiesen sich als fast glykogenfrei, nur eine 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIX. 6 
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Ratte hatte nach dem sechsten Lauftage, unmittelbar nach: 
dem Laufen, noch 12,9 mg Glykogen in 1 g Leber. Ich be. 
merke, daB die Tiere in der Regel auch hochgradig erschépf: 
waren. 

Ich habe daher die Anforderungen an die Ratten herab- 
gesetzt und sie nur noch viermal je 5 Minuten in 1 Stund 
laufen lassen. Nun wurde der Unterschied deutlich. Un 
trainierte Ratten ergaben auch bei diesem geringen Laufen 
fast vélligen Glykogenschwund. Quantitative Bestimmungen 
waren unmdglich. Drei trainierte Ratten ergaben dagegen: 

A. (am 8. Lauftage) 36,3 mg in 1 g 
te? ae | ee 
.. {45 20. " Sea ag Bes 

Ich habe also auf diese unmittelbare Weise die Fest- 
stellung von Schirlitz bestatigt, wonach beim Untrainierten ein 
schneller Glykogenschwund im Gesamtorganismus  eintritt, 
beim Trainierten aber das Glykogen auch nach langdauernden 
Anstrengungen erhalten bleibt. Uber die eigentliche Ursache 
dieses Unterschiedes sagen meine Versuche nichts aus. Sie 
kann wohl kaum in der Leber liegen, die ich untersuchte, 
sondern im Muskel. Der schnelle Verbrauch des Muskel- 
glykogens zieht den des Leberglykogens nach sich. 

Der schnelle Glykogenschwund beim Untrainierten ist fiir 
das Verstiindnis des Trainings von groBer Bedeutung. Schir- 
litz sagt mit Recht, die Frage des Trainings sei bisher viel 
zu sehr vom Standpunkt der Muskelinnervation betrachtet 
worden, die Wirkung des Trainierens auf Herzkreislauf und 
Sauerstoffverbrauch sei untersucht worden, aber nicht die 
Verhiiltnisse im Muskel selbst. Volliger Glykogenschwund ist 
etwas, was den gesamten Korper stark in Mitleidenschaft zieht. 
Er setzt ihn der Acidosis aus und er laBt den Blutzucker 
sinken. Sollten nicht manche Erscheinungen schwerer Er- 
schépfung beim Untrainierten Hypoglykimie sein? 


Herrn Prof. Kestner danke ich fiir Anregung und Hilfe. 
Die Versuche werden im Institut fortgesetzt. 
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Uber eine Molekiilverbindung zwischen Glycinanhydrid 
und Silbernitrat. 
Von 
Tei-ichi Asahina. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen und Botanischen Institut der kaiserlichen Universitat Tokyo. 


(Der Redaktion zugegangen am 14, September 1928.) 


Glycinanhydridsilber, in welchem Silber direkt an den 
Diketopiperazinrest gebunden ist, ist schon von Th. Curtius 
und F. Gébel, die eingehende Studien iiber Glycinanhydrid 
angestellt haben, beschrieben worden.') Den Autoren ist es 
aber nicht gegliickt, Glycinanhydrid mit Ammoniak zu ver- 
einigen. Indem sie zu der wiBrigen Lésung von Glycinanhydrid 
salpetersaures Silber und hierauf vorsichtig Ammoniak fiigten, 
erhielten sie eine salzartige Verbindung der Zusammensetzung 
C,H,NOAg, in Form schwer léslicher, weiBer Mikrokrystalle.’) 
Als spiiter das Molekulargewicht des Glycinanhydrids auf kryo- 
skopischem Wege zu C,H,N,O, bestimmt wurde*), folgte fiir 
das Silbersalz ebenfalls eine verdoppelte Formel.*) 

Die Konstitution®) des Diketopiperazinsilbers blieb so 


1) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 37, S. 175 (1888). 

2) Die entsprechende Kupferverbindung wurde von ihnen in ganz 
analoger Weise dargestellt. 

3) Th. Curtius u. E. Schulz, Chem. Ber. Bd. 23, 8. 3041 (1890); 
L. Balbiano, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 1503 (1901). 

4) Th. Curtius, Chem. Ber. Bd. 37, 8. 1284 (1904). 

’) Neuerdings haben Y. Shibata u. T. Asahina die Konstitution 
der Diketopiperazine spektroskopisch untersucht und den Schlu8 gezogen, 
daB die auf die tibliche Weise durch direkte Zersetzung der Aminosiiure- 
ester hergestellten Diketopiperazine in der Ketoform vorliegen [Bull. 
Soe. chim. Japan Bd. I, 8S. 71 (1926); Bd. Il, S. 324 (1927)}. Von 
k. Abderhalden und seinen Mitarbeitern wurden ebenfalls spektro- 
skopische Studien ausgefiihrt: diese Autoren sind zum gleichen Schlu8 
wie wir gekommen. Durch Erhitzen der Diketopiperazine in aromatischen 
Aminen ist es ihnen gelungen, auch die Enolformen zu erhalten. 

6* 
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lange unerodrtert, bis sich P. Karrer und seine Mitarbeite: 
mit dieser Frage befaBten. P. Karrer, Grinacher un 
Schlosser leBen auf Glycinanhydridsilber Methyljodid ein- 
wirken'); dabei erhielten sie in guter Ausbeute neben Jodsilbe: 
Sarkosinanhydrid. Sie kamen so zum SchluB, daB in de 
Silberverbindung nur die Ketoform vorliege: 


_ OH, —00. 
Ag *\co—CH,” Ag. 

Dieser SchluBfolgerung widersprechen aber anscheinend 
ihre spiiteren Studien; sie erhielten nimlich durch Kinwirkung 
von Benzylchlorid bzw. p-Carbithoxybenzylchlorid auf die 
Silberverbindung das Dibenzyl- bzw. Di-p-carbithoxybenzyl- 
derivat des Glycinanhydrids.”) Das Dibenzylderivat von Karre1 
besitzt nun einen anderen Schmelzpunkt als das von T. Sasaki’) 
aus n,n’-Diacetylglycinanhydrid erhaltene n,n’-Dibenzyldiketo- 
piperazin; auch zeigt das hydrolytische Verhalten der Karrer- 
schen Verbindung gegen Mineralsiiuren*), sowie die Natur des 
Reduktionsproduktes, daB sicher ein Dibenzylither des Dioxy- 
dihydropyrazins vorliegt. 

Inzwischen haben Abderhalden und Komm‘) durcl 
Einwirkung von <Acetylchlorid auf die obengenannte Silber- 
verbindung das o0,o’-Diacetylglycinanhydrid gewonnen. Aus 
diesen und noch einigen weiteren Griinden geht hervor, dal 
im Glycinanhydridsilber zwei Formen, eine Keto- und eine 
Enolform vorliegen. 

Von Molekilverbindungen zwischen Glycinanhydrid und 
Schwermetallsalzen seien hier Glycinanhydrid-kupferchlorid und 
-kupferbromid genannt, tiber welche vor kurzem von uns be- 
richtet worden ist.5) Ein neues Beispiel dieser Verbindungs- 





') P. Karrer, Ch. Grinacher u. A. Schlosser, Helv. Bd. 5, 
S. 139 (1922). 

*) P. Karrer, Ch. Grinacher u. A. Schlosser, Helv. Bd. 6 
S. 1108 (1923); Bd. 7, S. 768 (1924); Bd. 7, S. 1063 (1924). 

3) T. Sasakiu. T. Hashimoto, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2688 (1921) 

*) Diese Zs. Bd. 140, S. 106 (1924). 

5) T. Asahinau. T. Dono, Bull. Soe. chim. Japan Bd. III, 8. 151 
(1928). 
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reihe ist Glycinanhydrid-silbernitrat, das Zwischenstadium 
der Bildung von Glycinanhydridsilber aus Glycinanhydrid und 
Silbernitrat. Diese neue Molekilverbindung kann man ganz 
leicht herstellen, wenn man die beiden Komponenten in kon- 
zentrierter, heiBer, waBriger Lésung zusammenbringt und das 
Gemisch erkalten liBt. Arbeitet man aber in etwas ver- 
diinnterer Lésung, so scheidet sich diese Verbindung nicht 
aus; daher ist diese verhaltnismaBig einfach erhiltliche Substanz 
bisher iibersehen worden. 

Die Bildung des Curtiusschen Glycinanhydridsilbers liBt 
sich unter Beriicksichtigung der neuen Molekiilverbindung als 
Zwischenphase nun folgendermaBen formulieren’): 


(C,H,N,0,)., 
2C,H,N,O, + NO,Ag. AgNO, —> NO,Ag” “AgNO, 
(C,H,N,O. 
| AC,H,N,O,).. C,H,N,O, | 
NO,Ag< »AgNO, sa” + 2NH,NO,. 


“(C,H,N,O,)” Ag(C,H,N,0,)Ag] 
Es sei noch erwihnt, daB Abderhalden und Schwab 
aus Diglycylglycinmethylester nach der iiblichen Methode 
.polymeres Glycinanhydrid“ erhielten und dieses in eine 
krystallinische Silberverbindung iiberfiihrten.’) 
Man darf also wohl erwarten, daB auch das polymere 
Anhydrid von Abderhalden eine krystallinische Silbernitrat- 
Molekiilverbindung geben wird. 


Beschreibung der Versuche. 


Reines Silbernitrat (10 g) wird in 10 cem destilliertem 
Wasser gelést. Zu der Lisung wird 1 g yorher gut pulveri- 
siertes Glycinanhydrid gegeben und das Gemisch erwirmt, bis 
eine klare Liésung entstanden ist. Lift man nun die Lésung 
iiber Nacht stehen, so ist die Fliissigkeit mit schuppenférmigen 
Krystallaggregaten angefiillt, die man durch eine Glasfilter- 
nutsche absaugt, mit médglichst wenig Wasser wascht und im 


) Die Existenz des zweiwertigen Silberkomplexes —(Ag  Ag)— 
ist schon von M. Traube [{Chem. Ber. Bd. 19, S. 1117 (1886)] angenommen 
worden. 

*) E. Abderhalden u, E. Schwab, Diese Zs. Bd. 164, S. 272 (1927). 
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Vakuumexsiccator trocknet. Die Ausbeute betragt 2 g = 80°), 
der Theorie.!) Die so erhaltene Verbindung bildet perlmutter- 
glinzende, oft 2 cm lange, flache Krystalle, welche unter dem 
Polarisationsmikroskop parallele Ausléschung zeigen und daher 
dem rhombischen System angehéren (s. Figur). Die Substanz 
ist an der Luft in diffusem Licht bestindig; beim Erhitzen 





schmilzt sie nicht, sondern verpufft unter Bildung von Stick- 
oxydgas und einem weiBen Pulver. Diese Zersetzung beginnt 
gegen 195° und ist besonders stark bei 210°, Durch vor- 
sichtiges Erhitzen einer kleinen Menge Substanz auf eine 
Temperatur, die unterhalb 200° liegt, kann die Verpuffung 
so weit ermabigt werden, dab quantitativ metallisches Silber 
zuriickbleibt. 

Lést man die Substanz in Wasser, so wird sie in ihre 
Komponenten gespalten; es ist daher zweckmiBig, sie aus 
konzentrierter wiBriger Silbernitratlésung umzukrystallisieren. 

Die Zersetzung der Molekiilverbindung in wiBriger Lisung 
geht aus folgendem hervor: 0,5074 g Substanz wurden in wenig 
warmem Wasser aufgelést und dann die Lésung abgekiihlt. 


1) Fiigt man einige Tropfen konzentrierte Salpetersiiure zum Gemisch, 
so wird die Ausbeute und die Reinheit der Molekiilverbindung deutlich 
verbessert. 
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Ks schieden sich 0,1510 g = 29,8°), (Theorie 40,2°/,) Glycin- 
anhydrid aus. In den meisten organischen Lésungsmitteln, 
wie in Athyl- und Methylalkohol, in Aceton, Benzol, Ather 
und Chloroform ist Glycinanhydrid-silbernitrat fast unléslich; 
in Berithrung mit Alkoholen wird ein kleiner Teil der Substanz 
zersetzt.') 

Analyse. 


I. Bestimmung von Ag (durch vorsichtiges Erhitzen und dann 
Gliihen). 

1. 0,3207 g Subst.: 0,1230 g Ag; 2. 0,3782 g Subst.: 0,1438 g Ag. 
C,H,N,0,., AgNO, Ber. 37,99 /, Ag Gef. 38,36, 38,02 °/, Ag. 


II. Gleichzeitige Bestimmung von Ag und NOQ,. 

0,4580 g Substanz wurden in Wasser gelést und das Silber wie 
iiblich mit Kochsalz und Salzséiure als Chlorid gefiillt. Der Nieder- 
schlag wurde auf einem Glasfilter gesammelt, mit Salzsiiure und Wasser 
gewaschen, getrocknet und gewogen. Es wurden 0,2336 g AgCl erhalten. 
Gef. 38,39 °/, Ag (ber. 37,99°/,). Im Filtrat wurde die Salpetersiure 
als Nitronnitrat gefiallt?); es wurden 0,6150 g Nitronnitrat erhalten. 
Ber. 21,84 °/, NO; gef. 22,19 °/, NO. 


Die Versuche werden weiter fortgefiihrt, vor allem wird 
das Verhalten verschiedener Diketopiperazine gegen Silber- 
nitrat untersucht. Zum SchluB spreche ich den Herren Prof. 
Y. Shibata und Prof. K. Shibata fiir ihre wertvollen Rat- 
schlige meinen herzlichsten Dank aus. 





') Im festen Zustand kénnte der Silbernitratverbindung vielleicht 
die Formel C,H,N,O,Ag,, C,H,N,O,, 2HNO, zukommen. Um diese 
Formel zu priifen, habe ich Methyljodid auf die Molekilverbindung ein- 
wirken lassen. Besitzt die Substanz wirklich die obige Formel, so 
miiBte sie bei dieser Behandlung Sarkosinanhydrid geben, wie es Karrer 
friher am Curtiusschen Glycinanhydridsilber konstatiert hat. Im vor- 
liegenden Falle entstehen aber nur Glycinanhydrid und Jodsilber und 
keine Spur von Sarkosinanhydrid oder Dimethoxydihydropyrazin, so dab 
die obige Formel sehr unwahrscheinlich ist. 

?) Der Niederschlag wurde zuniichst mit einer gesittigten Nitron- 
nitratlésuug, dann mit kaltem Wasser gewaschen. 
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Beziehungen zwischen oxybiontischem 
und anoxybiontischem Stoffwechsel der Kulturhefen. 
Von 
Fritz Windisch. 


(Aus dem Institut fir Garungsgewerbe, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1928.) 


Die Lehre Pasteurs, daB Girung ,la conséquence de la 
vie sans air“ sei, bedarf noch der Bestaétigung an den typischen 
Vertretern der alkoholischen Girung, den Brennerei- und 
Brauereihefen. Pasteurs Methodik, welche die Zusammen- 
hiinge zwischen oxybiontischem und anoxybiontischem Stoff- 
wechsel bei Mucorarten aufdeckte, reichte nicht aus, um auch 
die Hefen in das System der wechselwirkenden Funktionen von 
Atmung und Girung einzureihen. Versuche von A. J. Brown?) 
erbrachten sogar die Feststellung einer kleinen Beférderung 
der Hefegiirung bei Sauerstoffanwesenheit, wihrend H. Buchner 
und R. Rapp2) so gut wie gar keine Anderung fanden, eher. 
was heute sehr wichtig erscheint, aber damals ginzlich un- 
beachtet blieb, eine winzige Hemmung durch O,. Mit 
letzteren Befunden, die allgemein fiir richtig gehalten wurden, 
galt die Pasteursche Theorie in ihrem eigentlichen Anspruch 
als widerlegt. 

Erst die grundlegende Arbeit von F. Hayduck und 
H. Haehn®) iiber .Das Problem der Zymasebildung in der 
Hefe“ lieB Pasteurs Ideenwelt wieder aufleben. Allerdings 
benutzten die genannten Forscher nicht Kulturhefe als Ver- 


) Jl. of Chem. Soc. Bd. 61, S. 369 (1892). 
*) Zymasegirung, Verlag Oldenbourg, Miinchen 1903, Teil IV. 
‘) Biochem. Zs. Bd. 128, S. 568 (1922). 
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suchsobjekt, sondern die zymasearme Torula utilis; sie er- 
reichten bei dieser wilden Hefe durch Lufthungerziichtung eine 
so betriichtliche Zymaseanreicherung, daB sogar die Triebkratt 
einiger gebriuchlicher Biickerhefen iibertroffen wurde. Ahnliche 
Resultate bei Kulturhefen hielten die Autoren von vornherein fiir 
aussichtslos, weil nach ibrer Ansicht diese Girerreger durch 
langdauernde Hochziichtung auf biotechnische Girleistung der- 
mafen an das anaerobe Leben angepabt seien, daB sie auch 
in Sauerstoff nur schwach zu atmen vermégen. 

Letztere Anschauung glaubte O. Meyerhof?) im wesent- 
lichen, besonders bei Brauereihefen, durch quantitative Messungen 
von Atmung und Girung bestitigen zu kénnen; andererseits 
bekriftigte er die Hochziichtungsergebnisse von Hayduck und 
Haehn durch Einbeziehung der Kahmhefe Mycoderma varia- 
bilis in seine quantitativen Untersuchungen, 

Erst in vorliegender Arbeit ist es gelungen, was bisher 
vielfachen biochemischen Bemiihungen versagt blieb, auch bei 
Brauereihefen beweiskraftige Werte zu erhalten, welche die 
Girung als ,conséquence de la vie sans air* im Pasteur- 
schen Sinne iiberzeugend charakterisieren. 

Eine der Girungspraxis angelehnte Art der Versuchsanstellung 
bildete die methodische Grundlage. Fiir die verwendeten Brauerei- 
hefen U, D, Frohberg I diente Ausschlagwiirze von etwa 12°, Plato 
als Gir- und Niahrsubstrat. Zur Erzielung aerober und anaerober Ver- 
suchsbedingungen wurde jeder gewaltsame Eingriff in den Girvorgang 
wie Liiften oder Durchleiten eines sauerstofiverdringenden Gases ver- 
mieden. Vielmehr erwies es sich als zweckmiiBig, zur Erzeugung eines 
anaeroben Giirmilieus das Girgut unter eigenem Girungskohlensiiure- 
druck zu belassen, wodurch sich gleichzeitig die Notwendigkeit der an- 
fiinglichen Sauerstoifanwesenheit zur Frucetifikation des Hefepilzes er- 
fiillte. Der erwiinschte Girungskohlensiiuredruck wurde dureh geeichte 
Quecksilber- bzw. Wasserspundapparate eingestellt. Als ,aerobe“ An- 
ordnung konnte die iibliche offene Giirung bei ungehindertem Ent- 
weichen der entstehenden Giirungskohlensiiure gelten. 

Um tiiglich den Girverlauf und die Hefevermehrung (Zellenzahl 
und Gewicht) verfolgen, sowie eine tiigliche biologische Kontrolle vor- 
nehmen zu kénnen, wurde entsprechend jedem Girtage je eine Ein- 
heitsgiirflasche angesetzt, was bei der einzelnen Versuchsreihe — be- 


") Biochem. Zs. Bd. 162, 8. 43 (1925). 
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rechnet fiir 8 Girtage, Endvergiirungsbestimmung, 2 Doppelansiitze 
(Stichproben) — 11 Girflaschen ausmachte. Zur Aussaat gelangten in 
allen Fallen 6,5 Hefezellen pro Volumeneinheit (0,0005 cmm) in %/, Liter 
Ausschlagwiirze. Die Anstelltemperatur betrug 10° C. 


Bei der tiglichen Untersuchung einer noch unberiihrten Girflasche 
in jeder Versuchsgruppe wurde so vorgegangen, daB zuerst die Extrakt- 
abnahme saccharometrisch bestimmt wurde; alsdann erfolgte die Er- 
mittlung der Zellvermehrung mit Hilfe der Zeissschen Zihlkammer, 
und zwar wurden dazu 2 Proben dem entflockten Girmedium entnommen, 
von denen jede Probe in mehreren Praparaten zur Auszihlung ge- 
langte. AuBerdem wurde das Hefetrockengewicht an jedem Girtage 
durch Wiigen festgestellt. Die Trockengewichtsbestimmung gestaltete 
sich folgendermaBen: Mittels elektrischer Zentrifuge erfolgte die quanti- 
tative Abscheidung der Hefe aus dem Substrat. Nach dreimaligem 
Waschen auf der Zentrifuge mit der gleichen Menge Wasser wurde die 
noch feuchte Hefe im Zentrifugengliischen nebst einem Glasspatel ge- 
wogen, mit dem Glasspatel tiichtig durchmischt und anteilweise (2,5 bis 
4g) in ein tariertes Wigegliischen gegeben; schnelle und gleichmibige 
Trocknung der Hefe bis zur Gewichtskonstanz wurde durch Einblasen 
von Luft in den Trockenschrank (105° C) erzielt. Die tigliche biologische 
Kontrolle erstreckte sich nicht nur auf Infektionspriifung, sondern auch 
auf Vergleich der Zellformen und -gré8en, sowie auf Feststellung von 
Vakuolenbildung, Granulation, Fettanreicherung in der Zelle. 


DaB die Kohlensiure nicht in ihrer Menge, als chemisches 
Reagens, sondern nur als Erzeugerin anaerober Lebens- 
bedingungen in Wirksamkeit tritt, konnte durch Variierung der 
Girungskohlensiuredrucke einerseits und der Girtemperaturen 
andererseits bewiesen werden; durch letztere MaBnahmen lieB 
sich der KinfluB sehr unterschiedlicher Mengen geléster Kohlen- 
siiure auf den GirprozeB priifen; in allen Fallen verursachten 
die verschiedensten Mengen geléster Kohlensiure einen fast 
iibereinstimmenden Effekt in bezug auf Girverlauf und Hefe- 
vermehrung. 


1. Vergleichende Garansatze mit Rasse U unter aeroben 
und anaeroben Versuchsbedingungen. 


Aus zahlreichen vergleichenden Messungen unter aeroben 
und anaeroben Versuchsbedingungen ist in Tab. 1 ein charak- 
teristisches Girbild herausgegriffen. 
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Tabelle 1. 


Aerober Girverlauf und anaerobe Vergiirung unter 70 mm Wasserdruck. 


(Rasse U). 














Zellen pro Trockengewicht 
“lo Plato Volumeneinheit der Hefeernte 
in g 

aerob | anaerob | aerob | anaerob| aerob | anaerob 
Anfang 12,3 12.3 6,5 6,5 — | — 
Nach 24 Std. | 10,3 10,2 22,7 22.9 1,69 1,70 
2. Tag 9,2 9.3 28,3 24.8 2,23 211 
Bhs 83 8,6 30,6 26,1 2.41 2,20 
fs. 7,2 7,6 33,8 26,1 2,59 2,22 
 * 5,6 | 6,4 34,0 26,3 2,65 2.26 
6. 5,0 5,7 34,3 26,4 2.72 2,29 
e * 4,4 5,2 34.5 26,7 2.78 2,33 
3.9 46 34,5 26,7 2,80 2.35 
Endvergiirung 3,0 3,0 34,7 26,9 2,81 2,37 


Wie aus vorstehender Tab. 1 ersichtlich, zeigen sich im 
anaeroben Medium sowohl Girung als Wachstum im Gesamt- 
effekt gehemmt, ein Resultat, das zuniichst nicht den spekulativen 
Erwartungen im Pasteurschen Sinne entspricht. Ein wesent- 
lich anderes Bild liefert jedoch der dazugehGrige tigliche 
biologische Befund: 


Tabelle 2. 


Tiglicher biologischer Befund. 





1. Tag 
2. Tag 


3. Tag 


4, Tag 





Aerob 


Anaerob 


Kein wesentlicher Unterschied 


GleichgroBe Zellen, in lebhafter Vermehrung begritfen 


MittelgroBe ovale Zellen, fast 
durchweg gekérntes Plasma, 
wenig Vakuolen 


MittelgroBe u. kleinere Zellen 
von ovalem Aussehen. Durch- 
weg gekérntes Plasma, etwa 
50°), Vakuolen 





MittelgroBe und gréBere 
Zellen yon mehr runder 
Form, einige gekérnt, 
vereinzelt Vakuolen 


GroBe runde Zellen in der 
Mehrzahl, vereinzelt ge- 
kornt und Vakuolen, ge- 
sundes Aussehen 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 





Aerob Anaerob 
5. Tag | Zellform und -gréBe wie am | GroBe runde Zellen, ge- 
4, Tage, durchweg gekoérnte sundes Aussehen, hyali- 
Hefe mit vielen meist groBen nes Plasma, vereinzelt 
Vakuolen, etwa 5°/, totes Vakuolen 
Material 
6. Tag | Das gleiche Bild wie am 5.Gir- | GroBe runde gesunde Zel- 
tage len, wenig gekérnt, ver- 
einzelt Vakuolen 
7. Tag | MittelgroBe und kleine ovale | Das gleiche Bild wie am 
Zellen, durchweg gekérntes 6. Tage 
Plasma und sehr viele Va- 
kuolen, etwa 15 °/, totes 
Material 
8. Tag | Das gleiche Bild wie am 7.Gir- | GroBe runde Zellen von 
tage sehr gesundem Aussehen, 
einige gekérnt, wenig 
Vakuolen, etwa 3 °/, tot 








Sowohl in morphologischer als auch in biologischer Be- 
ziehung treten bei den aerob und anaerob gewachsenen Hefen 
grundlegende Unterschiede zutage, und zwar erwies sich das 
mikroskopische Bild der anaerob herangeziichteten Hefe in 
biotechnischer Hinsicht als giinstiger. 

Der Fettgehalt, berechnet als Olsiure, betrug am 8. Giir- 
tage bei der aerob gewachsenen Hefe 2,10°/,, bei der anaerob 
gewachsenen 1,22°/,. Die Bestimmung des Phosphorgehaltes 
fiihrte zu folgenden Vergleichswerten: 








P-Gehalt in °/, 
aerob anaerob 
1. Girtag 2,28 2,22 
. 2,10 2,04 
a 1,95 1,87 
as 1,68 1,58 
Endvergiirung 1,59 1,50 


Alle diese beachtenswerten Feststellungen waren der An- 
laf, in Anbetracht der groBen Bedeutung des Gewéhnungs- 
faktors bei Mikroorganismen, einen aerob und anaerob ge- 
ziichteten Hefestamm nach erfolgter Erntung von neuem in 
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Ausschlagwiirze mehrere Male weiterzufiihren und andererseits 
vergleichende Girkraftpriiffungen von verschiedenen, beider- 
artig gewachsenen Rassen vorzunehmen. 


2. Viermalige Fihrung der gleichen Ausgangshefe U unter 
aeroben und anaeroben Versuchsbedingungen. 


Die anaerobe Giranordnung wurde so vorgenommen, dab 
nach der Messung am ersten Girtage das Girgut unter 70mm 
Wasserdruck gesetzt wurde. Um eine ausreichende Impfmenge 
der aeroben und anaeroben Zellenart fiir die weiteren Fiihrungen 
zu gewinnen, mubte stets eine Serie Girflaschen zur Heran- 
ziichtung des neuen Aussaatmaterials doppelt angestellt werden. 
Die Girtemperatur betrug waihrend des gesamten Verlaufes 
konstant 10° C, 

Tabelle 3. 
I. Fiihrung unter normalen Verhiltnissen ohne Druck (aerob) und unter 
anaeroben Bedingungen bei 70 mm Wasserdruck. 





°/, Plato Zellen pro Volumeneinheit 

aerob | anaerob aerob | anaerob 
Anfang 12,5 12.5 6,5 6,5 
Nach 22 Std. 10,5 10,5 20,4 20,3 
2. Tag 84 8,4 28,3 25,6 
: « 7,1 7,4 $3.6 26,3 
- = 6,1 6,5 35,8 26,4 
— 544 5,9 45,9 26,7 
i » 4,7 5,2 36,7 26,7 
% 4,2 4.6 36,8 26,9 
8. 3,7 41 36,9 26,9 
Endvergiarung 2,9 2,9 36,9 26,9 








Nach erfolgter Messung am 8. Girtage wurde die aerob und anaerob 
gewachsene Hefe aus den iiberschiissig angesetzten Flaschen geerntet 
und 3 Tage lang bei dreimaliger Erneuerung des Waschwassers im Eis- 


schrank auf bewahrt. 
Vor erneuter Aussaat wurde folgender biologische Befund festgestellt: 
Aerobe Hefe: MittelgroBe Zellen von runder und ovaler Form, 
durchweg stark gekérnt, voll groBer Vakuolen, etwa 10 °/, totes Material. 
Anaerobe Hefe: GréBere Zellen von rundlicher Form, wenig 
gekérnt, nur wenig Vakuolen, kein totes Material. 
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Tabelle 4. 


II. Fiihrung unter normalen Verhiltnissen ohne Druck (aerob) und unter 
anaeroben Bedingungen bei 70 mm Wasserdruck. 





%/, Plato Zellen pro Volumeneinheit 

aerob | anaerob aerob | anaerob 
Anfang 12,5 12,5 6,5 6,5 
Nach 26 Std. 10,6 10,3 20,0 21,7 
2, Tag 8,5 8,0 29,4 25,6 
$. 6,8 6,2 33,2 26,1 
teal 5,4 47 36,2 26,3 
a 4.6 4,3 36,6 26,7 
"ae he 4,3 4,2 36,6 26,7 
a 3,8 3,9 37,3 26,9 
a 3,6 3.7 37,4 26,9 
Endvergiirung 2,9 2,9 37,4 26,9 








Erntung und Aufbewahren erfolgte genau wie nach der I. Fiihrung. 

Biologischer Befund vor erneuter Aussaat: 

Aerobe Hefe: MittelgroBe und kleinere Zellen, sehr stark ge- 
kérnt, viele grobe Vakuolen, etwa 10°/, totes Material. 

Anaerobe Hefen: GroBe runde Zellen von fiuBerst gesundem 
Aussehen, hyalines Plasma, wenig Vakuolen, sehr wenig totes Material. 


Tabelle 5. 
III. Fiihrung unter normalen Verhiltnissen ohne Druck (aerob) und unter 
anaeroben Bedingungen bei 70 mm Wasserdruck. 





°/,, Fasto Zellen pro Volumeneinheit 
aerob | anaerob aerob  anaerob 
Anfang 12,4 12,4 6,5 6,5 
Nach 22 Std. 10,8 10,4 18,2 20,2 
2, Tag 9.4 8,9 25,6 24,7 
a 8.4 | 7,9 83,1 25,4 
ae 6,6 6,1 33,8 25,5 
eae 5,5 | 5,3 34,0 25,6 
et 4,8 | 4,8 34,2 26,0 
of 43 | 4,4 84,7 | 26,3 
en 3,9 | 4,0 35,2 26,6 
Endvergiirung 2,8 | 2,8 35,4 26,7 








Bei gleicher Art der Erntung und Aufbewahrung wie nach der 
I. Fiihrung ergab sich folgender biologische Befund: 
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AerobeHefe: MittelgroBe und kleinere Zellen von meist ovaler Form, 
stark gekérnt, fast durchweg mit Vakuolen, etwa 15 °/, totes Material. 

Anaerobe Hefe: GroBe runde Zellen, gesund aussehend, un- 
gekérnt, wenig Vakuolen, sehr wenig totes Material. 


Tabelle 6. 


IV. Fiihrung unter normalen Verhiiltnissen ohne Druck (aerob) und unter 
anaeroben Bedingungen bei 70 mm Wasserdruck. 








°/, Plato Zellen pro Volumeneinheit 
aerob anaerob aerob anaerob 
Anfang 12,5 | 12,5 6,5 6,5 
Nach 26 Std. 10,6 | 10,8 19,7 21,2 
2. ‘Tag 9,2 | 8,7 26,3 24,9 
& « 8,1 | 7,6 32,8 25,2 
‘ » 6,7 6,2 34,7 25,6 
‘ « a 5,4 35,1 26,1 
& + 5,0 | 5,0 35,6 | 26,1 
. « 4,5 4.6 35.8 | 263 
. « 4,1 4,2 35,8 26,4 
Endvergirung 2,9 | 2,9 36,0 | 26,5 








Biologischer Befund am 8. Girtage: 

Aerobe Hefe: Viel kleines bis mittelgrobes Zellmaterial, durchweg 
stark gekérntes Plasma und groBe Vakuolen, etwa 19°/, totes Material. 

Anaerobe Hefe: GroBe, sehr gesund aussehende Zellen von 
runder Form, fast gar nicht gekérnt, sehr wenig Vakuolen, nur ver- 
einzelt tote Zellen. 


Die Bilanz aus vorstehender Fiihrungsreihe zeigt ein iiber- 
ragendes Angiirungsvermégen und eine hervorragende biolo- 
gische Beschaffenheit der anaerob gewachsenen Zellen. Erst 
wenn die Vermehrungsziffer bei aerober Ziichtung die Zell- 
zahl der anaerob heranwachsenden Hefe weit iibertrifft, gleichen 
sich die Vergiirungsgrade allmihlich einander an, 


3. Vergleichende Garkraftbestimmungen von aerob und 
anaerob geziichteten Hefenrassen. 


Zur Versuchsanstellung wurde die anaerob geziichtete und 
die dazu gehérige aerob gewachsene Hefe unter AbgieBen der 
dariiberstehenden Giirfliissigkeit geerntet, mit Eiswasser auf- 
geriihrt und iiber Nacht zum Absitzen im KEisschrank autf- 
bewahrt. Nach AbgieBen des Waschwassers und _ erneuter 


meme he. 











96 Fritz Windisch, 


Aufschlimmung mit frischem Eiswasser konnte die Ausziihlung 
zur Beimpfung vorgenommen werden. Als Substrat diente 
5°! ige Rohrzuckerlésung. Die Girkraftpriifungen wurden im 
Eudiometer unter gleichem Quecksilberdruck ausgefiihrt, wobei 
5 ccm Girsubstrat, beimpft mit gleicher Zellzahl (20 Zellen 
pro Volumeneinheit), das Ausgangsvolumen bildeten. In ge- 
wissen Zeitabstinden wurde die entwickelte CO,-Menge ab- 


gelesen. 
Tabelle 7. 
Rasse U, geerntet nach 5 tigiger aerober und anaerober Giirung bei 
70 mm Wasserdruck. 





Nach Ablanf Entwickelte CO,-Menge in ecm 
von ‘Sinan aerobe Hefe anaerobe Hefe 
19 0,5 | 1,2 
26 1,0 1,8 
35 1,3 2,5 
53 1,9 3,5 
63 2,5 4,5 
75 3.6 6,1 
85 5,1 7,4 
90 6,0 8.5 








Tabelle 8. 


Rasse U, geerntet am 7. Girtage aus einem aeroben Giransatz und drei 
anaeroben Giranstellungen unter 70 mm Wasserdruck, unter 0,4 Atm. 
und 1 Atm. Druck. 














Entwickelte CO,-Menge in ecm 
Nach Ablauf]-- eRe EE TS NE » SAUTE. AGP NN abe’ 
von anaerobe Hefe anaerobe Hefe anaerobe Hef 
Minuten | aerobe Hefe 70 mm 0,4 Atm. 1 Atm. 
Wasserdruck Druck Druck 
20) 0,5 | 1,8 1,6 1,5 
30 0,9 3,2 3,0 2,9 
35 1,3 4,1 3,9 | 3,7 
40) Py 4,7 4,6 | 4,5 
50 2,8 6,5 6,3 | 6,4 
65 4,8 9,3 9,3 | 9,3 
75 6,3 | 11,7 11,6 | 11,8 
90 82 | 15,7 15,7 | 15,4 














Oxybiontischer u. anoxybiontischer Stoffwechsel der Kulturhefen. 97 


Tabelle 9. 


Rasse D, geerntet am 7. Girtage aus einem aeroben und einem anaeroben 
Giransatz bei 70 mm Wasserdruck. 








Nach Ablauf Entwickelte CO,-Menge in cem 
von Minuten aerobe Hefe anaerobe Hefe 
20 ar” ae ie 
35 1,5 | 3,4 
50 3,0 | 5,9 
65 5,1 9,7 
75 6,8 | 11,3 
90 8,8 15,9 





Tabelle 10. 


Rasse Frohberg I, geerntet am 8. Gartage aus einem aeroben und einem 
anaeroben Giransatz bei 70 mm Wasserdruck. 








Nach Ablauf Entwickelte CO,-Menge in cem 
von Minuten aerobe Hefe anaerobe Hefe 
pene — ee — —_— 

30 1,0 2.5 

45 2,1 4,7 

60 3,9 6,5 

15 6,4 | 9,8 

90 8,4 13,7 





Tabelle 11. 


Rasse U, geerntet am 7. Girtage nach 4 maliger Fiihrung aus einem 
aeroben und einem anaeroben Giiransatz bei 70 mm Wasserdruck. 














Nach Ablauf Entwickelte CO,-Menge in ecm 
von Minuten aerobe Hefe anaerobe Hefe 
— — = . SS ——— — at ————— - — 
20 0,4 | 1,2 
30 0,8 2,3 
40 1,3 3,2 
50 2,0 | 4,9 
60 2,7 6,5 
15 5,2 9.6 
90 7,0 | 13,9 
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Die vorstehend wiedergegebenen Girkraftbestimmungen, 
die aus einer gréBeren Reihe von Messungen herausgegriffen 
sind, zeigen eindeutig, daB die einzelne anaerob unter CO,- 
Druck gewachsene Hefezelle der unter iiblichen Be- 
dingungen gewachsenen in bezug auf Girkraft weitaus 
iiberlegen ist. 

Die markante Umstellung der einzelnen Bierhefezelle auf 
betrachtlich gesteigerte Girtitigkeit im anaeroben Girmilieu 
bestitigt die Tatsache, daB sich Kulturhefen, deren EKnzym- 
apparat bisher fiir zymatisch iiberspeichert galt, unter anaeroben 
Verhiltnissen noch weiter anoxybiontisch umstimmen lassen. 
Hiermit ist zugleich in tiberzeugender Weise auch bei Kultur- 
hefen die Girung als ,conséquence de la vie sans air“ doku- 
mentiert. Bei der iiblichen offenen alkoholischen Girung ohne 
CO,-Druck, die als halb anaerob zu betrachten ist, bedingt die 
Gegenwart von ausreichenden Mengen Sauerstoff keine aus- 
schlieBlich anoxybiontische Deckung des Energiebedarfs und 
zwingt darum auch nicht die Zelle zu AuBerster Garkraft- 
entfaltung. Mit der Erkenntnis, daB auch bei Kulturhefen 
genau wie bei wilden Hefen, Schimmelpilzen, Phanerogamen 
die Beziehungen zwischen oxybiontischem und anoxybiontischem 
Stoffwechsel charakteristisch ausgepriigt sind, vereinheitlicht 
sich das Gesamtbild der modernen Lehre vom Stoffwechsel 
der PHanzenzelle. 

Ks sei in diesem Zusammenhange angedeutet, daB die 
vorliegend erzielten Feststellungen von grundlegender bio- 
technischer Bedeutung fiir die Girungsgewerbe sind. 








co 
its) 


Uber den fermentativen Charakter der Koproporphyrin- 
Synthese in der Hefe. 
Die zellfreie Koproporphyrinvermehrung.’) 
Von 


R. M. Mayer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Techn. Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1928.) 


Schon im Jahre 1924 hat H. Fischer zusammen mit 
A. Sehneller?) den Nachweis erbracht, da8 Koproporphyrin 
nach Faulnis sowohl, wie nach Plasmolyse in der Hefe vermehrt 
gebildet wird. In der Folge fihrten weitere Arbeiten von 
H. Fischer und Mitarbeitern zu dem SchluB, daB das Kopro- 
porphyrin in jedem Falle von der Hefezelle selbst primir syn- 
thetisiert wird, also unabhingig vom Protohimin. Eigene 
Versuche*) zeitigten das gleiche Ergebnis. H. Fischer und 
F. Sechwerdtel’) stellten quantitative Versuche wber Por- 


phyrinvermehrung — bestimmt auf spektrophotometrischem 
Wege — bei verschiedenartiger Autolyse an, wobei gelegentlich 


neben Koproporphyrin auch Protoporphyrin (manchmal letz- 
teres allein) neu gebildet wurde. Die Ursachen dieser Schwan- 
kungen wurden als in der verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentration begriindet erkannt. Es fand bei sodaalkalischer 
Autolyse ausschlieBlich eme Vermehrung von Koproporphyrin, 
bei Spontanautolyse hauptsichlich ee Vermehrung ven diesem, 


1) 6. Mitteilung iiber Koproporphyrin-Synthese durch Hefe und ihre 
Beeinflussung. 5. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 177, 8.47 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 135, 8. 253 (1924). 

3) Diese Zs. Bd. 177, 8.47 (1928). 

4) Diese Zs. Bd. 175, S. 248 (1928). 
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manchmal auch in geringerem Mae von Protoporphyrin 

,... Offensichthch von der zufailigen Wasserstoffionenkon- 
zentration abhingig — und bei saurer Autolyse haupt- 
siichlich von Proto- und nur in geringerem MaSe von Kopro- 
porphyrin statt. Eigene Versuche, zu welchen mich Herr 
Prof. Dr. Hans Fischer veranlaBte, haben dies bestatigt, mit 
dem geringen Unterschied, da ich nach Spontanautolyse stets 
nur Koproporphyrin finden konnte. Hs mag dies damit zu- 
sammenhingen, daB ich mit Mengen von nur 10—20¢ Hefe 


66 


gearbeitet habe. 

Uber die Ursache dieser Porphyrinvermehrung sprach sich: 
Hans Fischer in einem an der Technischen Hochschule in 
Miinchen 19271) gehaltenen Vortrag (und an anderen Orten) 
dahingehend aus, ,.... daB die tberlebenden Enzyme der 
Hefe eine primire Synthese des Koproporphyrins 
vollziehen, wenn man nicht die unwahrscheinliche Annahme 
machen will, daB fortgesetzt in dem MaBe, wie Koproporphyrin 
aus Hiimin entsteht, letzteres resynthetisiert wird ...“ 

Es ist wohl eine dankbare Aufgabe, die im folgenden unter- 
nommen werden soll, experimentelle Belege dieser Auffassune 
zu bringen und damit nicht nur eine gesicherte Grundlage der 
theoretischen Erwigungen zu schaffen, sondern auch eine ge- 
wisse Basis zu begriinden fiir das weitere Vordringen auf diesem. 
wie mich diinkt, hoch interessanten Gebiete. Stehen wir doch 
hier Zelleistungen gegenitber, die uns gerade beim pflanzlichen 
Einzeller immer wieder in Erstaunen setzen, die uns aber — 
vielleicht — auch einmal tieferen Emblick in physiologisches 
und pathologisches Geschehen beim tierischen Organismus und 
beim Menschen gewihren kénnen. 

Gehen wir von der Annahme aus, daB die Koproporphyrin- 
vermehrung (nur von dieser soll zunichst die Rede sein) in 
der durch lingeres HKrwirmen tiber das Temperaturmaximun 
ihrer Existenzfihigkeit hinaus getéteten und autolysierenden 
Hefezelle keine scheinbare ist (Umwandlung aus einer Leuko- 
verbindung oder dihnliches), sondern dureh die Wirksamkeit 


~ 


1) Die techn. Hochschule. Miinchen 1927. Asta Verlag. 
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noch aktiver Enzyme zustande kommt, so mu es mdglich sein, 
durch spezifische Kinwirkung auf das (die) wirksame(n) Enzym/(e) 
diesen ProzeB in irgendwelcher Art zu beeinflussen. 

Nun ist die Blausiiure als spezifisches Fermentlihmungs- 
mittel wohl wie kein Korper geeignet durch Hemmung des 
in Frage stehenden enzymatischen Prozesses, die im Idealfalle 
durch Austreiben der Blaus&iure wieder autfhebbar sein soll, 
dies zu demonstrieren. Es ist behauptet worden, daB gerade 
der pflanzliche Organismus sich Blausiiure und anderen tierischen 
Giften gegeniiber véllig anders verhalte als der tierische. Aus 
diesem Grunde wurden wohl die Versuche von H. Fischer 
und H. Hilmer auf diesem Gebiete, nachdem sie kein ver- 
wertbares Ergebnis zeitigten, abgebrochen. Bei H. Hilmer?) 
findet sich ledighch die Bemerkung, da8 der Hamingehalt 
bei dauernder Ziichtung in kiinstlicher Nihrlésung abzunehmen 
scheint. ,,Am deutlichsten tritt es wohl bei der Ziichtung 
unter Cyankalizusatz zutage.“’ Nihere Angaben wtber [on- 
zentrationsverhiltnisse des Cyankalis sowie tber Beeinflussung 
des Porphyringehaltes fehlen. Jedenfalls ist die Grenze der 
Schadigung der Hefezelle nicht erreicht — und aus oben ge- 
nannten Griinden vielleicht nicht erstrebt worden. 

Die Resultate meier ersten diesbeziiglichen Versuche 
waren auch nicht sehr ermutigend. Zugabe von eimigen Tropfen 
bis einen Kubikzentimeter emer 0,1°/igen wiBrigen Losung 
von Blausiure zu 10 ¢ PreBhefe ergaben keme nachweisbare 
Beeinflussung der Porphyrinvermehrung bei anschhefender 
Autolyse im Wasserbad von 50° C gegeniiber Kontrollversuchen. 
Doch war die Méglichkeit damit noch nicht auszuschlieBen, 
daB bei wesentlich stirkerer Konzentration doch noch eine 
Wirkung eintreten wiirde und ich arbeitete in der Folge nur 
noch mit Zusiitzen konzentrierter Blausiiure. 


Versuch I. Einwirkung von 10°/, HCN auf Prefhefe. 
a) Zu 20 ¢ auf PreBhefenkonsistenz abgenutschter frischer 
Lowenbriuhefe werden tropfenweise 2 ccm HCN gegeben. 


1) Inaugural-Dissertation, Technische Hochschule, Minchen 1926. 











102 R. M. Mayer, 


Dabei tritt momentane Plasmolyse em und es entsteht ein 
diinnfliissiger, sehr hell gefairbter Hefebrei. 

Das Plasmolysat kommt 51/, Stunden unter Riuckflub- 
kithlung in ein Wasserbad von 51°C. Weiterverarbeitung au! 
Porphyrin nach der bekannten Hisessig—\thermethode. 

Ergebnis: Erst nach Reinigung des Porphyrinithers tibe: 
5°/, HCl wird unter dem Fluorescenz-Analysenapparat?) schwache 
Porphyrinfluorescenz sichtbar. Nach Zuriicktreiben in Ather 
und starkem Eimengen ergibt sich ein fiir Koproporphyri 
(2 = 622.5 wu) sprechendes Fluorescenzspektrum. 

b) 20¢ gleicher Hefe werden in analoger Weise ohne 
HCN-Zusatz bei 51°C autolysiert und nach 51/, Stunden wic 
oben auf Porphyrin verarbeitet. 

Ergebnis: Ungleich stiirkere, intensive Porphyrinfluores- 
cenz des gereinigten Atherextraktes und bei gleichem Volumen wi 
unter a) einwandfreies Koproporphyrin-A bsorptionsspektrum. 

Zweierler Wirkungen der Blausiure kénnen und sollen hie: 
voneinander unterschieden werden. Zunichst die plasmoly- 
sierende als Ausdruck enormer osmotischer Druckdifferenzen, 


ferner eine starke Verminderung (bzw. Sistierung) — ich 
spreche absichtlich noch nicht von emer Hemmung — der 


Porphyrinvermehrung im Vergleich zum Kontrollversuch. 

Ks ist zu verlangen, das Ausbleiben der gewohnten Por- 
phyrinvermehrung bei dem geschilderten Versuch, abgesehen 
von der Forderung nach seiner beliebigen Reproduzierbarkeit 
eindeutig experimentell zu begriinden. Ist doch noch keines- 
wegs der zwingende SchluB zu ziehen, daB das Ausbleiben der 
gewohnten Porphyrinvermehrung (beachte: nicht etwa das 
vollige Fehlen von Koproporphyrin!) auf Fermentlihmung 
beruht. Die vor allem zu erhebenden und zu entkriftenden 
Einwiinde diirften wohl folgende sein. 

Es ist auszuschhefBen: 

1. Zerstérender Einflu8 von Blausiure auf Porphyrin 
bzw. irgendwelche chemische Verinderungen. 


2. Hemmung durch reine Siurewirkung auf die Hefezelle. 


') Apparatur-Beschreibung und Technik wurde in meiner letztev 
Arbeit [Diese Zs. Bd. 177, 8.47 (1928)] gegeben. 
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Ks ist zu fordern: 

1. Aufhebung der Fermenthemmung durch Wiederaus- 
treiben der Blausaure. 

2. Anderen erwiesenermafen fermentativen Prozessen der 
Hefe analoges Verhalten bet Eimwirkung weiterer, chemiseh 
modghehst differenter Korper. 

3. Ablauf und Beeinflussung der Porphyrinvermehrung 
unter sicherem AusschluB des ,,lebenden Prinzips”. 


Reagenzversuch. 
Koproporphyrin in Substanz und in schwach essigsaurer 
‘itherischer Losung wird, wie zu erwarten war, durch Zusatz 


von HCN keiner nachweisbaren Veriinderune unterworfen. 


Versuch II. Spektrophotometrischer Nachweis') der Konstanz des 
Koproporphyringehaltes der Hefe unter der Einwirkung von HCN. 


Zum Vergleich dient die nach Spontananalyse von 100 ¢ 
Hefe (6 Stunden bei 50° C) vorhandene Koproporphyrinmenge. 


mg Koproporphyrin pro 1 Kilo PreBhefe. 





frisch Plasmolyse mit 10°/, HCN Spontanautolvse 6 Stdn. 
‘. 0 . 
nach 6stiindg. Einwirkung bei 50°C 


bei 50°C 


O16 0,21 3.1 








Aus 200 @ frischer PreBhefe wird nach der Eisessig—Ather- 
methode das gesamte Porphyrin ausgezogen. Der essigsaur 
Porphyrinither, tiber HCl gereinigt, zeigt nach starkem Ein- 
engen ein eben deutliches Koproporphyrin-Absorptionsspektrum. 
Nach Eimdampfen im Vakuum bis zur Trockene wird mit 
50 cem gereinigtem Pyridin aufgenommen und spektrophoto- 
metriert. Der Porphyringehalt ist so gering, daB eime exakt 
Messung an der Grenze des Moéglichen hegt (Winkeldifferenz 
zwischen einem Maximum und Minimum nicht ganz 1°!), 
Die aus diesem Grunde von Herrn Dr. Treibs in_ lebens- 
wiirdiger Weise ausgefiihrte Nachmessung ergab jedoch sehr 
cut ubereinstimmende Werte. 

In gleicher Weise wird der Koproporphyringehalt von 


1) Uber Technik u. Fehlergrenzen d. Verfahrens vgl. Zitat Nr. 1, S. lee. 








EEO Oe 
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weiteren 200 g PreBhefe, welche mit 10°/, HCN versetzt und 
6 Stunden bei 50°C gehalten worden waren, spektrophoto- 
metrisch bestimmt. 

In diesem Zusammenhange interessiert auch das Ver- 
halten von Hamochromogen gegen Blausiure. 

Reagenzglasversuch: Zu Hydrazinhydrat — Hamochromogen 
(aus Protohamin) in Pyridin wird tropfenweise konz. HCN gegeben. 
Wahrend wenig HCN das Hamochromogen nicht zu verandern scheint, 
bewirkt es im UberschuB8 ein Verschwinden des Himochromogenspektrums, 
verbunden mit einem Abblassen der Farbung. An Stelle des Spektrums 
wird ein sehr verwaschenes Haminspektrum sichtbar. Das Hamochromogen- 
spektrum ist durch Zusatz von Ammoniak oder Hydrazinhydrat nicht 
wieder hervorzurufen. Nach etwa 12 Stunden ist die Farbung der Fliissig- 
keit in ein deutliches Griin umgeschlagen. Ein Absorptionsspektrum ist 
zunachst nicht deutlich zu erkennen, doch kann dieser Farbstoff mit 
Eisessigither extrahiert werden; der essigsaure Ather zeigt folgendes 
schwache Absorptionsspektrum: 

I. Doppelstreifen bei etwa 670; IL. etwa 577,5; II]. etwa 537,6. 

Der Farbstoff, welcher kaum fluoresciert, ]aBt sich, wie die Por- 
phyrine in HCl treiben. 

Versuch Ila): Spektrophotometrischer Nachweis der Verinderung 
des Hamingehalts in der Hefe unter dem EinfluB von HCN. 

Von einer gréBeren Portion frischer PreBhefe werden jeweils nach 
vorherigem Bestimmen des urspriinglichen Hamingehalts 10 ¢ mit einer 
steigenden Menge HCN versetzt und nach einstiindiger Einwirkung der 
Hamingehalt pro Kilo bestimmt. 





Kinstindige Einwirkung von Blausaure. 

















Hefe- | Prim. 
gew. | Hamin| 10 gtti = 0,3 ccm | 20 etti = 0,7 ccm | 30 gtti = 1,0cecm 
10 g | 5,9 mg | 4,1 mg | 2,7 mg | 1,0 mg 


Versuch III. Neutralisierung des Hefeplasmolysats mit Soda. 

a) 10 ¢ frische PreBhefe nach der Hisessig-Athermethode 
extrahiert ergibt nur eine diuBerst schwache Porphyrinfluores- 
cenz (Koproporphyrin) des tiber HCl gereinigten Porphyrinithers. 

b) 10g PreBhefe ergibt schon nach 3 Stunden Spontan- 
autolyse bei 50°C eine sehr erhebliche Vermehrung nur von 
lkoproporphyrin. 

c) 10 g PreBefe mit 10°/, HCN plasmolysiert und 8 Stunden 
unter Rickflu&kihlung bei gleicher Temperatur gehalten, er- 





a 
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gibt bei analoger Aufarbeituug keine Porphyrinvermehrung. 
Koproporphyrin ist nur in Spuren entsprechend dem anfing- 
lichen Porphyringehalt fluorescenzspektroskopisch nachweisbar. 

d) 10 ¢ PreBhefe mit 10°/, HCN versetzt und mit Soda 
neutralisiert bei sonst gleicher Versuchsanordnung wie unter ¢) 
zeigt kemen Unterschied gegeniitber dem nicht neutralisierten 
Plasmolysat. 

KXonnten mit diesen Versuchen bereits mehrere Eimwinde 
entkraftet werden, so diirfte doch den folgenden Versuchen 
eine ungleich gréBere Beweiskraft fir die Annahme des rein 
fermentativen Charakters der Porphyrinsynthese in der Hefe- 
zelle zakommen. Zuniichst la Bt sich zeigen, daB die Porphyrin- 
vermehrung in gewohnter Weise — wie bei Autolyse — ver- 
liuft, wenn man die blausiure nach eingetretener Plasmolyse 
der Hefezellen durch stundenlanges Durchleiten von Luft unter 
zeitweiliger Evakuierung annihernd restlos entfernt, sodann 
das Plasmolysat ins Wasserbad von 50° auf eimige Stunden 
bringt. Wichtig und wesenthch ist Ierbe1 die vélhge Ent- 





fernung der Blausiiure, was aber bei beschriebener Versuchs- 
anordnung gelungen zu sein scheint. Ich bediente mich dabei 
als Indikator der Berliner Blaureaktion. 


VersuchIV. Wiederaustreiben der Blausaure aus dem Hefeplasmolysat. 

a) 10 9 fischer PreBhefe ergibt wie iblich verarbeitet nur 
| eine Spur von Koproporphyrin. © 

b) 10g PreBhefe bei etwa 50°C der Spontanautolyse 
mehrere Stunden iberlassen, hat die gewohnte starke Ver- 
mehrung von Koproporphyrin zur Folge. 

c) 10 ¢ PreBhefe mit 1 cem HCN plasmolysiert und nach 
viertelstiindiger Einwirkung der Blausiure von derselben in 
oben beschriebener Weise befreit, sodann gleich lang wie 
unter b) bei 50° gehalten, zeigt bei ttblicher Verarbeitung auf 
Porphyrin nach Intensitaét der Fluorescenz und des Spektrums 
cleiche Vermehrung von Koproporphyrm wie unter b). 

d) 10g PreBhefe mit 1 com HCN plasmolysiert und wie 
unter b) und ¢) ins Wasserbad gebracht und verarbeitet, liBt 
nur eine Spur Koproporphyrin wie unter a) auffinden. 
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Es soll nun nicht geleugnet werden, daB dieser Versucl 
nicht der optimalen Anordnung entspricht. Es wire wel! 
richtiger, die mit 10°/, Blausiure plasmolysierte Hefe mehrer+ 
Stunden unter RitckfluBkihlung auf 50° zu halten, dann zu 
unterbrechen und nach guter EKiskithlung das Plasmolysat i 
drei gewichtsmibig gleiche Teile zu zerlegen. Die eine Portion 
wire nun auf Porphyrin iu verarbeiten, wobei keine Ver- 
mehrung aufgetreten sein sollte. Aus dem anderen Teil wir 
die Blausiure auszutreiben, um dann diese Portion abermals 
fiir mehrere Stunden auf 50° zu erhitzen. Hier miiBte sich dann 
eine Koproporphyrinvermehrung entsprechend emer Kontroll- 
probe (Spontanautolyse) feststellen lassen, wihrend bein 
dritten Teil der ohne Austreiben der Blausiure ebenfalls wieder 
ins Wasserbad zuriickzubringen wire, keme Porphyrinver- 
mehrung auftreten diirfte. : 

Diese Versuchsanordnung habe ich wiederholt getroffen, 
leider immer mit dem Ergebnis, daB die Blausiiure nach einigen 
Stunden Erwirmung des Plasmolysats nicht mehr beseitigt 
werden konnte. Die Berliner Blau-Reaktion blieb positiv, und 
eme Vermehrung von Koproporphyrin war nie nachzuweisen. 
Es muB also wohl angenommen werden, da entweder durch 
die Krwirmung oder durch die stundenlange Einwirkung der 
Blausiiure als soleche diese eine festere Bindung an das (die) 
lerment(e) eingegangen ist. 

In anderer Beziehung ist dieser MiBerfolg aber doch wert- 
voll. Er fihrt zur Auffassung, da’ zur Fermentlihmung 
keineswegs 10°/, des Hefegewichts an Blausiiure nétig sind, 
denn die Hauptmenge Blausiure ist bei der bis zu 10 Stunden 
ausgedehnten Durchliftung und Evakuierung sicher entfernt 
worden. Wahrscheinlich ist vielmehr, da die grobe Menge. 
Blausiiure zunichst nur zur Plasmolyse notwendig ist, wedurch 
die in der normalen Hefezelle raéumlich getrennten Korper 
miteinander in Kontakt gebracht werden. Ich habe beim 
Versuch I bereits die Blausiiurewirkung nach diesen Gesichts- 
punkten geschieden und der folgende Versuch, welcher die 
Wirkung der Blausiiure bei abnehmender Konzentration zeigen 
soll, weist erneut daraufhin, welche Rolle die Plasmolyse der 
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Hefezellen bei der Hemmung der Koproporphyrinvermehrang 
durch Blausiiure spielt. Daneben soll auch nochmals auf die 
mit steigender Blausiurekonzentration fortschreitende Hiamin- 
verminderung hingewiesen werden. 


Versuch V. 
Einwirkung von 10°/,, 5°/, und 2,5°/, HON auf Prefhefe. 





a) frisch es =e 





¢ - “AT £ ae ( - a iD 
Je 20 ¢ Prebhefe HCN-Zusatz . Art der Kopro- | Hamin 
Plasmolyse | porphyrin 


Spuren | 5,9 mg ke 


4 Stdn. b. 55°C -— Spontanautolyse} stark [7.4 
vermehrt 

‘) 14 S8tdn. b. 55°Ct 2ccem = 10°), jdiinnfliiss. Brei Spuren | -+!) 

) 14 Stdn. b. 55°C l com = 5°, wie Brotteig vermehrt | 2,7 

‘) 14. Stdn. b. 55°C] 0,5 com = 2,5°/, | unvollstandig stark $2.5 














(15 gtti) vermehrt 


Ks wurde oben die Forderung nach analogem Verhalten 
gegeniiber anderen fermentativen Prozessen der Hefe bei Ein- 
wirkung weiterer, chemisch mdglichst differenter Koérper ge- 
stellt. Bekannt ist die Wirkung zahlreicher Antiseptica, z. b. 
auf Maltase. H. von Euler und S$. Kullberg?) konnten in 
ihrer Arbeit ,,Uber das Verhalten freier und an Protoplasma 
gebundener Hefeenzyme* die Wirkung von Toluol, Tymol und 
Chloroform auf Zymase, Maltase und Invertase durch fol- 
genden Satz kennzeichnen: ..Gegen Antiseptica sind die Hefe- 
enzyme in dem Mae empfindlich, als sie von lebendem Plasma 
befreit sind.*’ 

Ich habe im folgenden die Wirkung von Toluol und Chloro- 
form auf den hier in Frage stehenden Prozef untersucht, und 
wie ich vorwegnehmen kann, vollig wbereinstimmendes Ver- 
halten angetroffen. 


1) Beide Hamochromogenstreifen sehr deutlich, wegen fortschreiten- 
der Triibung nicht auswertbar. 
2) Diese Zs. Bd. 73, 8. 85 (1911). 
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Versuch VI. Einwirkung von Toluol und Chloroform auf Hefe. 





Art der Kopro- 











Je 10 g PreBhefe Zusatz 
sia Plasmolyse porphyrm 
a) frisch a —- Spur 
b) 14 Stdn. bei 48° ~ Spontanautolyse | sehr stark 
vermebrt 
c) 14 Stdn. bei 48° |10ccm aq. dest. + keine sehr stark 
0,2 com = 1°/,Toluol}| Plasmolyse vermehrt?) 


d) 14 Stdn. bei 48° | lecm = 10°/, Tol. | unvollstandig | Vermebrt 
e) 14 Stdn. bei 48° | 3 ccm = 30°/, Tol. teigige Spur 
Konsistenz 











f) 14 Stdn. bei 48° | 1 cem = 10°/,CHCI, 


zahfliissig Spur 


Entsprechende Konzentration des Antisepticums voraus- 
gesetzt, sehen wir also eine wbereinstimmende Wirkung von 
Chloroform und Toluol im Sinne einer Hemmung der Por- 
phyrinvermehrung, ein volliges Analogon also zu den von Euler- 
schen Versuchen, wenn wir das in Frage stehende IT'erment 
uns hierbei an ,,Protoplasma gebunden“ vorstellen, zu welcher 
Auffassung man wohl berechtigt ist. (Das Auftreten von 
Protoporphyrin unter c) kann zwanglos mit einem Wechsel 
der Wasserstoffionenkonzentration in Zusammenhang gebracht 
werden, denn es wurde hier — nur hier — destilliertes Wasser 
zugegeben, um bei 0,2 ccm Toluol auf 10 ¢ Hefe eine vollige 
Durchmischung zu erreichen. Weitere Versuche  lhieriiber 
konnten aus Zeitmangel nicht angestellt werden. Vel. auch 
das eimleitend dazu Gesagte.) 

Ein anderer als der eben angenommene EinfluB auf das in 
Frage stehende Ferment laBt sich nunmehr schon schwer vor- 
stellen, wenn man sich die gleiche Wirkung von chemisch 
vewiB sehr differenten Koérpern, wie Blausiure, Toluol und 
Chloroform, vor Augen halt. Beweiskraftig aber scheint muir 
dies zu werden, wenn man die véllig andere Wirkung von 
Toluol und Chloroform im Vergleich zu Blausiure beobachtet 
unter Bedingungen, welche sogleich besprochen werden sollen. 


1) Daneben Protoporphyrin. 
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Die Hefe-Alkoholgdirung ist heute jedem als durch Ter 
mentwirkung bedingt gelaiufig, und doch war es gerade sie, 
welche friher als Paradigma eines durch ,,die lebendige Kraft‘ 
oder ,,das lebende Prinzip* zustandekommenden Prozesses von 
den Vitalisten immer wieder vorgebracht wurde. Es war 
E. Buchner unter Mitwirkung von H. Buchner und M. Hahn 
vorbehalten, die zellfreie Girung zu entdecken und so die bis 
dahin herrschenden Ansichten umzustoBen. Sie haben bekannt- 
lich auf mechanischem Wege durch Verreiben der Hefe mit 
Quarzsand und Kieselgur, sodann durch Auspressen unter 
hohem Druck und geeignete Filtration zell- und protoplasma- 
freien PreBsaft gewonnen, in welchem die Zymase wirksain 
bheb. Neuerdings ist die Willstittersche Schule so vor- 
gegangen, daf sie durch Versetzen der Hefe mit Chloroform und 
anderem nach Hudson?) Hefefermente vom Zellplasma isolierte. 

Es kann keinem Zweifel unterlegen, daB auch in unserem 
Falle eine Isolierung des wirksamen Fermentes vom Zellplasma 
der Hefe erstrebenswert ist und groBe Vorteile bietet fiir den 
Biologen sowohl, der damit die Grundlage der Erkenntnis des 
Vorganges iberhaupt gewinnt, wie fiir den Chemiker, welchen 
das Ferment an sich und die Bausteine, deren sich die Hefezelle 
bei. der Synthese des Koproporphyrins bedient, besonders 
interessiert. Die folaenden Versuche sind an HefepreBsaft aus- 
efiihrt. 


(ey 
© 


Versuch VII. Zellfreie Koproporphyrinvermehrung. 

Gewinnung von Prefsaft :*) 

500 ¢ gewaschene PreBShefe werden mit gleicher Menge 
feinstem Quarzsand vermengt unter Zusatz von 150 ¢ Kieselgur, 
so daB ein fast trockenes Pulver entsteht. Dieses wird in 
mehreren Portionen im Porzellanmérser mit besehwertem 


1) ©. S. Hudson u. H. S. Paine, Journ. Am. chem. soc. Bd. 32, 
S. 774 (1910) und C. S. Hudson, ebenda Bd. 36, 8. 1566 (1914); zit. nach 
Willstatter u. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, 8S. 1 (1921). 

2) Die Methode deckt sich mit der von Buchner angegebenen (ie 
Zymasegirung von E. und H. Buchner und M. Hahn Monographie, 
Verlag Oldenbourg, Miinchen und Berlin 1903). 
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Pistill so lange verrieben, bis eine plastisch formbaré Masse 
entsteht. Dicselbe wird in ein PreBtuch gefillt, in emer sehr 
schweren Handpresse eiem steigenden Druck bis zu etwa 
40 kg pro qem maximal ausgesetzt, wobe1 170 com PreBsaft 
cewonnen werden. Da der PreBsaft nicht mit Kupfer ode 
anderen Metallen, welche eine Komplexsalzbildung des eventuell 
vorhandenen Porphyrins hervorrufen kénnten, in Berithreng 
kommen darf, ist das PreBeehiuse und der Ablauf zweckmi fie 
versilbert. Der PreSsaft hat eme p,-Zahl von 6,8. Die ersten 
50 cem des Saftes werden als noch zu sehr mit dem Wasser 
des angefeuchteten PreBtuches verdiinnt, abgegossen. Vom 
Rest wird die notwendige Menge neutralisiert, scharf abzentri- 
fugiert, dekantiert, und kommt so zur Verwendung. Tunlichst 
schnelles Arbeiten ist geboten. 

Ansatz: 

a) 15 cem PreBsaft werden sofort auf Porphyrin nach der 
Eisessig-Athermethode verarbeitet. 

b) 15 cem PreBsaft werden unter RuckfluBkihlung im 
Wasserbad 4 Stunden lang auf 48° erwirmt und dann eben- 
falls nach der Eisessig-Athermethode auf Porphyrin verar- 
beitet. 

Ergebnis: 

a) Enthalt nur eme Spur Koproporphyrin. 

b) Zeigt eime sehr betrichthche Vermehrung nach Inten- 
sitiit der Fluorescenz und des Spektrums nur von Kopro- 
porphyrin. 

Weiterhin sollte nun versucht werden, die Reaktionsbreite 
hinsichtlich der herrschenden Wasserstoffionenkonzentration zu 
bestimmen und das Optimum zu finden. Zu diesem Zwecke 
wurden Pufferldsungen nach Michaelis zugesetzt, wie sie auch 
Willstatter!) fir seme Versuche verwandt hat. Es wurden 
je 20 com PreBsaft neutralisiert und versetzt mit: 
4cem 6°/,ige Lsg. Na,HPO, ie be 2 eg ae, ae 
2cem 6°/,ige Lsg. Na,HPO, -+2ccm 4,5°/,ige Ls¢. KH,PO, py = 6,8 
2,8 cem 6°/jige Lsg. Na,HPO,-+-1,2 ccm 4,5°/,ige Lsg. KH,PO, py = 7,2 

4cem 4,5°/,ige Lsg. KH,PO, py = 4,9 


1) Diese Zs. Bd. 111, 8.157 (1920). 
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Versuch VIII. EHinflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Porphyrinvermehrurg im Prefsaft. 





Je 20 cem Prefsaft PH Koproporphyrin 
a) frisch nicht gepuffert 6,3 deutliche 
nicht neutralisiert Fluorescenz 

b) nach 16 Stdn. bei 20°C neutralisiert 152 vielleicht 
und gepuffert etwas vermehrt 

c) nach 4 Stdn. bei 48°C | nicht neutralisiert | 6,3 stark vermehrt 
nicht gepuffert 

a) xs = “a ” neutralisiert 9.0 ve . 
und gepuffert 

e) * En er - om im = - 

t) es es es “6 as a6 6.58 %* ss 

g) 99 29 99 29 99 39 4,9 oe) 99 

oy « ‘s -  * 2°/) essigsaurer keine Vermehrung 


(keinProtoporphyrin 
i) nach 4 Stdn. bei 62°C | nicht neutralisiert | 6,3 [keine Vermehrung’) 
nicht gepuffert 











Auch im Prefsaft tritt also bei essigsaurer Reaktion — 
ebenso wie im Hefeplasmolysat — keine Koproporphyrin- 
vermehrung mehr ein. Ob dariiber hinaus ein von der Wasser- 
stoffionenkonzentration abhingiges Maximum der Kopropor- 
phyrinvermehrung besteht oder nicht, kénnen erst kiinftige 
Versuche in gréBerem MaBstabe zeigen, bei welchen die ge- 
bildeten Porphyrinmengen spektrophotometrisch bestimmt und 
mit einander verglichen werden kénnen.*) Auch wird zu unter- 
suchen sein, ob die Kapazitiit der verwandten Puffer eine 
geniigend groBe war. 

DaB auch bei 20° C der ProzeB vor sich zu gehen scheint, 
kann nicht wundernehmen, darf doch der Erwiarmung auf 
etwa 45—55° C im allgemeimen sicher nur die Bedeutung eimer 
Beschleunigung des Reaktionsverlaufs zuerkannt werden. Wenn 
bei 629 keine Porphyrinvermehrung mehr eintritt, so ist es 


1) Koagulation von viel EiweiB. 

2) Das gleiche gilt naturgemaB fiir alle anderen nur qualitativ durch- 
vefiihrten Versuche, bei welchen Porphyrinmengen miteinander verglichen 
wurden; doch war mir dies in der zu vorstehender Arbeit noch zur Ver- 


fiigung stehenden Zeit nicht mehr mdglich. 
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wohl méglich daran zu denken, da das Ferment bei dieser 
Temperatur bereits zerstért, oder wenigstens inaktiviert wird. 
Daritber bedirfte es jedoch eingehender weiterer Versuche. 
Moglicherweise wird aber durch das koagulierende Eiwei8 im 
PreBsaft das Ferment oder das Porphyrin mitgerissen. Es may 
-erwihnt werden, daB bei 85°C der Versuch ebenso ausging 
(im Versuch VIII nicht besonders aufgefiihrt). 

Nachdem die letzten Versuche die Erkenntnis brachten, 
daB es iberhaupt méglich ist, im zellfreien PreBsaft der Hefe 
zu einer Porphyrinvermehrung zu gelangen, und welches dafiir 
giinstige Bedingungen sind, soll nun hier der Einflu8 von Blau- 
siure, Toluol und Chloroform untersucht werden. 


Versuch IX. Der Einflu8& von Toluol, Chloroform und Blausaure aui 
die Koproporphyrinvermehrung im PreBsaft. 











15 com PreBsaft Zusatz Koproporphyrin 
a) frisch — Spur 
b) 5 Stdn. bei 48°C ~ stark vermehrt 
c) m= - 1°/, Toluol me 
d) " m* oe 30°/, Toluol ms ne 
e) e mm 2 10°/, Chloroform ‘s - 
f) ™ - - 1°/, Blausaéure i " 
g) ae 10°/, Blausaéure Spur 








Ks moéchte zunichst sinnlos erscheinen, einer waBrigen 
Fliissigkeit derartige Mengen von Toluol oder Chloroform zu- 
gusetzen, da eime Loésung dieser Ko6rper in ersterer nicht in 
Frage kommt. Wenn ich es tat, so geschah es, um einen sicheren 
Vergleich mit Versuch VI (Eimwirkung von Toluol und Chloro- 
form auf Hefe) fithren zu koénnen; dort war dieser Prozentsatz 
notwendig, um rasche Plasmolyse herbeizufiihren. Der Unter- 


-m?> 


schied in der Wirkung kénnte in beiden Versuchen nicht gréBer 
sein — dort das Aufhdren jeder Porphyrinvermehrung, hier 
keinerle1 hemmender EHinfluB. Die Blausiiure zeigt in beiden 
Versuchen keinen Unterschied der Wirkung. Auch hier, bei 
der Kinwirkung auf PreBsaft, hat sich wider Erwarten eme 
Blausiurekonzentration von 10°/, zur Fermentlihmung als 
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notwendig erwiesen, obgleich schon 1°/, als hierfiir ungewohnlich 
hoch bezeichnet werden mu. Vielleicht bedarf es erst noch 
weiterer Reimigung des PreBsaftes. Méglicherweise spielt auch 
die Temperatur eme groBe Rolle. 


Versuch X. Ultrafiltration des Hefeprefsaftes. 


Der in diesem Falle durch hydraulischen Druck von maximal 
9) Atmosphiren gewonnene PreBsaft wurde wiederum hoch- 
tourig zentrifugiert und dekantiert. 15 cem des gelblichbraunen, 
sehr tritben Saftes wurden sofort nach der Hisessig—Ather- 
methode auf Porphyrin verarbeitet. Weitere 15 cem wurden 
etwa 10 Stunden bei 48°C gehalten, und dann in gleicher 
Weise auf Porphyrin untersucht, wihrend je 15 cem vom Rest 
des Saftes teils durch kolloides Grobfilter, teils durch feinstes 
Ultrafilter bei maximal 125 Atmosphiren (wozu etwa 14 Stunden 
bendtigt wurden) gepreBt, dann fiir gleiche Zeit in ein 48° 
Wasserbad auf etwa 10 Stunden kamen, um nach dieser Zeit in 
cleicher Weise auf Porphyringehalt gepriift zu werden. 





Koproporphyrin in je 15 ccm Prefsaft 





Nach 10 Stunden bei 48° 


frisch unfiltriert | Kolloidfiltrat Ultrafiltrat 
»grob* ,.feinst** 
schwache intensivste intensivste sehr schwache 
Fluorescenz Fluorescenz Fluorescenz Fluorescenz 





Dieser wohl interessante Befund laBt sich so deuten, dab 
das wirksame Ferment zwar noch ein grobes Kolloidfilter, 
jedoch nicht mehr das feinste Ultrafilter zu passieren vermag, 
und so jede weitere Porphyrinvermehrung des Filtrats unter- 
bleibt. Bezeichnenderweise war auch in diesem wasserklaren 
nur leicht opalescierenden Filtrat die Kochprobe auf genuines 
EiweiB negativ. 

Zusammenfassung. 


Ausgehend von der Idee, daB die Synthese von Iopro- 
porphyrin in der Hefezelle ein fermentativer Vorgang sei, 
eine Annahme, die sich bisher nur auf die Versuche mit Hefe- 
autolysaten stiitzen konnte, habe ich durch das Experiment 
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nachzuweisen versucht, daB es sich um einen solehen Prozef 
handeln muf. Wie bei anderen bekannten fermentativen Vor- 
gingen lef sich mit Blausiure eme Hemmung im Hefeplas- 
molysat erzielen, die unter gewissen Bedingungen wieder auf- 
gehoben werden konnte. Die Koproporphyrinvermehrung im 
Plasmolysat kam ferner zum Stillstand unter der Einwirkuny 
von Chloroform und Toluol. Es konnte derselbe Vorgang dey 
Porphyrinvermehrung erzielt werden im zellfreien PreBsaft der 
Hefe und daselbst wieder durch Blausiure gehemmt werden. 
Von Toluol und Chloroform wurde die zellfreie Porphyrin- 
verméhrung nicht mehr beeinfluBt. Den Versuchen mit Toluol 
und Chloroform wurde die von Kulersche Arbeitshypothese 
zugrunde gelegt, nach welcher die Enzyme nur in dem Mabe, 
als sie an Plasma gebunden sind, von diesen Stoffen beein- 
fluBbar bleiben. 

Damit glaube ich, ist der fermentative Charakter det 
Koproporphyrin-Synthese in der Hefezelle als erwiesen zu_be- 
trachten, trotz der Liicken und Mingel, welche diese Arbeit 
aufweist, und auf welche ich bereits hingewiesen habe. Ob 
man nun eine besondere ,,Porphyrase annehmen will, oder em 
bereits nach anderer Richtung bekanntes Ferment dafiir heran- 
zuziehen ist, bleibt unentschieden. 


Ich danke meinem verehrten Chef, Herrn Prof. Dr. Hans 
Fischer fiir das groBe Interesse und die weitgehende Unter- 
stiitzung, die er stets meimer Arbeit hat angedeihen lassen. 
Es ist mir ferner eine angenehme Pflicht, der Notgemeinschatt 
der deutschen Wissenschaft fiir ei Forschungsstipendium 
meinen besten Dank auszusprechen. 


Anhang. 
Nachtrag zu meiner vorhergehenden Arbeit ,,Uber den 
Porphyrin- und Blutfarbstoffwechsel der Hefezelle“.') 
Ein Teil memer letzten Arbeit beschaftigt sich mit dem 
Nachweis von Porphyrin in der Hefezelle selbst. Porphyrin- 


1) Diese Zs. Bd. 177, 8. 47 (1928). 
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angereicherte Hefezellen konnten im  Fluorescenzanalysen- 
mikroskop als solehe erkannt und das Koproporphyrin in ihnen 
fluorescenzspektroskopisch nachgewiesen werden. Dabei wurde 


gefunden, daf§ diese Zellen — einen zuletzt erhobenen Befund, 
wobei die Hefekultur monatelang im Dunkeln stand, aus- 
genommen — siimtliche tot seien. 


Wie zu berichten ist, konnte der Versuch mit den lebend 
vorgefundenen Koprozellen bis jetzt nicht mehr reproduziert 
werden. 

Im weiteren Verlanfe habe ich die Beobachtung gemacht, 
daB die Porphyrinfluorescenz von Koprozellen jedesmal ver- 
schwand, oder mindestens stark geschwicht wurde, wenn zum 
Zwecke der Verdiinnung Leitungswasser zugesetzt wurde. Bei 
Zusatz von destilliertem Wasser dnderte sich nichts. Ab- 
vekochtes und filtriertes Leitungswasser hatte erst nach 
16 Stunden einen merklichen EinfluB auf die Zellfluorescenz. 

Nach diesen Beobachtungen ist eigentlich schon als sicher 
anzunehmen, dai dies eine Wirkung der im Leitungswasser 
gelésten Bicarbonate ist. Ich habe im Experiment die Kon- 
zentration einzelner Bicarbonate in destilliertem Wasser ent- 
sprechend der im Leitungswasser vorhandenen hergestellt und 
Holgendes gefunden: 

1. Calciumbicarbonat (199,9 mg CaCO,,  entsprechend 
112,0 mg CaO der Wassgranalyse, in 1 Liter dest. Wasser 
durch Einleiten von CO, geldst). 

a) Saugt man dieses calciumbicarbonathaltige Wasser 
zwischen Deckglas und dem mit intensiv fluorescierender Kopro- 
hefe beschickten Objekttrager durch, so ergibt sich ebenso- 
wenig eine merkliche Abschwichung der Fluorescenz wie bei 
Verwendung von Leitungswasser. 

b) Eime geringe Menge gleicher Hefe in etwas vergorener 
Fulmerlésung wird mit reichlich viel Calciumbicarbonatwasser 
versetzt und bleibt 8 Stunden stehen. Nach dieser Zeit ist die 
Zellfluorescenz vollig verschwunden. 


c) Caleiumbicarbonat in halber Leitungswasserkonzen- 
tration hat dieselbe Wirkung wie unverdiinnt. 


g* 





3 
’ 
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d) Caleiumbicarbonat in !/,, Leitungswasserkonzentration 
schwicht bei 3stindiger Einwirkung die Zellfluorescenz noch 
so sehr, da nur noch wenige autolysierende und agglutinierte 
Hefezellen schwach leuchten. 

2. Maenesiumbicarbonat (66,9 mg MgCO, entsprechend 
382 mg MgO der Wasseranalyse, werden in 1 Liter dest. Wasser 
durch Einleiten von CO, als Bicarbonat gelost). 

Dreistiindige Einwirkung auf die gleiche Koprohefe laft 
jede Zellfluorescenz aufhdren. 

Daraus koénnte man folgern, daB der durch Methylenblau- 
anfarbung (zur Verdiinnung des Methylenblaus war absichtlich 
Leitungswasser genommen worden) erbrachte Nachweis, des 
eingetretenen Zelltodes fluorescierender Zellen') nichtig sei. 
Dies ist nicht der Fall; denn einmal geht aus dem Bicarbonat- 
versuch unter 1a) hervor, daB die Abschwachung der Fluorescenz 
unter dem Deckglas in der benétigten kurzen Zeit nicht merkbar 
ist, zum anderen habe ich diese Versuche unter Vermeidung 
von Leitungswasser bei der Methylenblauanfarbung wiederholt 
mit dem gleichen Ergebnis. 

Wie die Unterdrickung der Porphyrinfluorescenz zu er- 
klaren ist, dirfte nicht leicht zu sagen sein. Am wahrschein- 
lichsten scheint mir, daB eme Umbhiillung der Hefezelle mit 
Carbonaten stattfindet, denn das Porphyrin bleibt in der 
Hefezelle und geht auf Pyridinzusatz in  fluorescierenden 
Schlieren sichtbar in Lésung. Bei Gerbstoff, EiweiB, Hopfen- 
harzen, ferner Calciumoxalat und Calciumphosphat in der 
Nahrlésung hat Cl. Ranken?) festgestellt, daB sie auf der 
Hefenzelloberfliche derartige Uberziige bilden. 


*) Vgl. Diese Zs. Bd. 177, S. 47 (1928) und zwar auf S. 59. 
*) Journ. of the Institute of Brewing 1927, Bd. 33, S. 76; zit nach 
Wochenschrift fiir Brauerei 1927, S. 197. 














Uber die Addition von Brom an Protophorphyrin- 
dimethylester und an sein komplexes Zinksalz.’) 


Von 


William Kiister und Arno Grosse. 


(Aus dem Laboratorium flr organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(‘Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 1928.) 


Die nach Addition von zwei Atomen Chlor bzw. Brom an 
den «-Dimethylester des Hisessighimins mit Hilfe von His- 
essig-Bromwasserstoff vollzogene Porphyrinspaltung hatte zu 
zwei Mesoporphyrinderivaten gefihrt, in denen die ungesattig- 
ten Seitenketten des Hiimins als «-Methoxy-f-brom- und «- 
Methoxy--chlorathyl bzw. beide als «-Methoxy-f-bromiathy] 
vorhanden waren, wie aus der Aboxydation geschlossen werden 
konnte, bei der neben zwei Molekiilen Himatinséure im ersten 
Fall ein aquimolekulares Gemisch der Imide CgH,,O,NCl und 
CyH,,O,NBr, im zweiten Fall zwei Molekiile des Imids 
CsH,,0O,;NBr erhalten wurden.?) Es blieb unentschieden, ob 
die Addition der Halogene, die ohne Substitution glatt er- 
folgte, am Vinyl des Haminesters erfolgt war und dann unter 
dem EinfluB des Bromwasserstoff-Kisessigs eine zweimalige 
Addition von Bromwasserstoff an den Acetylenrest  statt- 
gefunden hatte (1) oder ob Vinyl und Acetylen ein konjugiertes 
System gebildet hatten, welches das Halogen in 1—4 Stellung 
addierte, worauf eine Sprengung der entstandenen Doppel- 
bindung durch Einlagerung von zwei Molekiilen Bromwasser- 
stoff eingetreten war (II). 





1) 17, Mittlg. iiber Porphyrine. 
2) Diese Zs. Bd. 163, S. 271 (1926); Bd. 168, S. 307 (1927); Chem. 
Ber. Bd. 58, S. 1026 (1925). 
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(A) —C:CH —C=CH, 
(V) — CH:CH, —CH=CH 
‘ar ie a 
+ 2 Br + 2Clr + 2Cl + 2Bi 
(A)'!) —C:CH —C:CH —C—CH,Cl — C—CH,B: 
(V) —CHBr—CH,Br — CHCI—CH,C! —CHCiI—CH —CHBr—CH 
y I y Y II y 
+ 2HBr + 2HBr 2HBr 2HBr 
(A) —CHBr—CH,Br —CHBr—CH,Br —CHBr—CH,C! —CHBr—CH,: 
(V) —CHBr—CH,Br —CHCl—CH.,Cl —CHCl—CH,Br —CHBr—CH, by 
¥ Y vy 
CH,OH CH,0H 
(A) --CH(OCH,)—CH,Br -—CH(OCH,)CH,Br | —CH(OCH,)—CH,Cl —CH(OCH,)—CH,5 
(VY) —CH(OCH,)—CH,Br CH(OCH,;)—CH,Cl | —C(HOCH;)—CH,Br —CH(OCH,)—CH,b} 


Ks ist ersichtlich, daB beide Vorstellungen zum gleichen 
Resultat fiihren, nach der Addition von Chlor allerdings nur 
dann, wenn der den Acetylenrest (A) tragende Pyrrolkern dem 
gleicht, an dem sich der Vinylrest (V) befindet, da bei (I) dic 
bromfiihrende Seitenkette aus dem Acetylenrest, bei (IT) aus 
dem Vinylrest hervorgeht. 

Gegen die erste Deutung sprach die Eimwirkung von 
Bromwasserstoff-Eisessig auf das Hisessig-Himin selbst, denn 
hierbei ist der Acetylenrest nur befihigt, ein Molekiil Brom- 
wasserstoff zu addieren, und das gleiche Verhalten wies nach 
emer Angabe von H. Fischer?) auch der Dimethylester des 
Protoporphyrins auf, da in beiden Fallen die Umsetzungen 
zu einem Himatoporphyrinderivat fiihrten, d.h. aber aus dem 
Acetylenrest war primir die Gruppe —CH=CHBr entstanden, 
wihrend der Vinylrest primar in die Gruppe —CHBr—CH, 
iibergegangen war. Gegen die zweite Deutung spricht zunéchst 
die von H. Fischer’) durchgefiihrte Synthese des Mesohimins, 


1) A = Acetylenrest. V = Vinylrest. 


) 

*) H. Fischer u. Fr. Lindner, Diese Zs. Bd. 142, S. 153 (1925). 

5) H. Fischer u. Georg Stangler, Liebig, Ann. d. Chem. Bd. 459, 
S. 53 (1927). 
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wonach Acetylen- und Vinylrest im Hamin raéumlich nicht 
benachbart sind. Sie kann doch zutreffen, wenn das Hamin 
ein Doppelmolekil vorstellt und ein Radikal enthilt, das eine 
Koordinationsstelle am lEHisen besitzt, solange dasselbe im 
Ferrozustand vorhanden ist, also im Hiamoglobin und im 
Hamochromogen, beim Ferrizustand des Eisens aber den 
ZusammenschluB zweier Molekiile bewirkt.!) Danach konnte 
ein Gegensatz bestehen zwischen den Porphyrinen, bei deren 
Entstehen aus Haimin die Radikalstelle durch den Brom- 
wasserstoff reduziert werden mu8, und den komplexen Salzen 
derselben, die sich durch Eintritt eines zweiwertigen Metalls 
bilden, einerseits und den Himinen andererseits. So war es 
von Interesse, das Verhalten des Protoporphyrinesters und 
seines komplexen Zinksalzes in bezug auf die Additionsfahigkeit 
gegentiber Halogenen zu priifen, und wir haben zunachst Ver- 
suche mit Brom ausgefiihrt, wobei sich ergab, da im Gegen- 
satz zum Dimethylester aus Eisessighimin, der nur zwei Atome 
Brom aufnimmt, vier Atome Brom glatt addiert werden. Da 
nun der genannte Himinester identisch sein soll mit dem 
komplexen Chlorferrisalz des Protoporphyrinesters®), schien 
tatsichlich der Gegensatz zwischen ihm und dem komplexen 
Zinksalz des Protoporphyrinesters sowie mit dem Porphyrin 
selbst festgelegt, zamal eine Molekulargewichtsbestimmung mit 
dem Zinksalz des Tetramethylhimatoporphyrins auf em Mole- 
kiil mit 88 Kohlenstoffatomen hinwies. Indessen zeigte ein 
von Herrn v. Degenfeld hergestelltes Praparat vom kom- 
plexen Chlorferrisalz des Protoporphyrinesters ebenfalls die 
Fahigkeit, vier Atome Brom aufzunehmen, so da die Ver- 
mutung nicht unberechtigt erscheint, wonach beim Ubergang 
von Haimin in Protoporphyrin eine Umlagerung eintreten kann, 
vielleicht riumlicher Art, die den Unterschied zwischen den 
beiden Himinestern zur Folge hat. Kin Hinweis auf solche 


1) Es ist iibrigens doch wohl auch denkbar, daB die nicht benach- 
barten ungesittigten Seitenketten trotzdem ein konjugiertes System bilden 
k6nnen. 


1) H. Fischer u. Bruno Piitzer, Diese Zs. Bd. 154, S. 55—56 
(1926). 
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Moglichkeiten scheint auch aus dem Verhalten von Haminen 
hervorzugehen, die nach der Methode von Moérner hergestellt 
worden sind, da sie befihigt sind, am Acetylenrest zwei Mole- 
kiile Bromwasserstoff anzulagern, woriiber in einer folgenden 
Abhandlung berichtet werden wird. Damit wiirde auch unsere 
Vorstellung uber den Gegensatz zwischen den komplexen 
Chlorfern- und den komplexen Zinksalzen des Protoporphyrin- 
esters dahingehend zu modifizieren sein, da in Haminestern 
je nach ihrer Darstellungsart die Chlorferrigruppe einen Ein- 
flu8 auf den Acetylen- und vielleicht auch auf den Vinylrest 
austiben kann, in anderen dagegen nicht. 

Ks ist uns nun der Nachweis gelungen, daB zwei der vier 
Bromatome, die sich an den Protoporphyrinester addiert hatten, 
an emen Acetylenrest, die beiden anderen an einen Vinylrest 
herangetreten sein miussen, wodurch fiir das Vorlegen der 
genannten Reste ein weiterer Beweis erbracht worden ist. 

War die Addition des Broms nimlich im angefiihrten 
Sinne verlaufen, also ein Stoff vom Typus des Hamatopor- 
phyrins entstanden, so muBten zwei Bromatome an einem 
sekundiren, und je ein Bromatom an eimem primiiren und an 
einem tertidren Kohlenstoff vorhanden sein, und es war zu 
erwarten, daB sich die ersteren mittels Methylalkohol durch 
Methoxyl ersetzen lassen wiirden. Dieser Ersatz trat beim 
Tetrabromprotoporphyrinester auch tatséchlich ein, das kom- 
plexe Zinksalz reagierte allerdings in anderer Weise und zwar 
fand unter den eingehaltenen Bedingungen nur eine Abspaltung 
von einem Mol. Bromwasserstoff statt. Da nun das aus dem 
Tetrabromprotoporphyrinester entstandene Porphyrin an Stelle 
der ungesittigten Seitenketten!) die Gruppen A («-Brom-f- 
methoxy-vinyl), V («-Methoxy-f-bromathyl) enthalten mufte, 
wurde einmal durch Aboxydation und dann durch die Reaktion 
mit Zinkacetat bewiesen. Erstere ergab neben Himatinsiiure 
das Imid CgH,,O,NBr vom Schmelzp. 75°. Der Pyrrolkern, 
an dem das noch ungesiittigte A haftet, war also wegoxydiert 
worden, die drei tibrigen Pyrrolkerne bheben wenigstens teil- 


1) A = Acetylenrest, V = Vinylrest des Hamins. 
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weise erhalten — die Ausbeuten an den ,,Imiden“ waren 
gering —, der neben einem Methyl- die V-Kette tragende Kern 
war in 

CO—C—CH, 


HNC | 
CO—C—CH(OCH,): CH, Br 
ubergegangen. 

Die Reaktion mit Zinkacetat in methylalkoholischer Losung 
fihrte endhch zur Verseifung emes Methoxyls unter Bildung 
eines Zinksalzes des komplexen Zinksalzes, wodurch das Un- 
gesittigtsein der A-Seitenkette nachgewiesen war. Diese am 
Hamatoporphyrindimethylaither zuerst beobachtete charak- 
teristische Reaktion fiir die Gruppierung -—-CH: CHOCH, 
wurde ihrer Wichtigkeit halber am Tetramethylhiamatoporphyrin 
erprobt mit dem Resultat, daB bei dieser Reaktion der Zustand 
des die betreffende Gruppe tragenden Stoffes eine Rolle spielt. 
Es wurde nimlich beim amorphen Porphyrin das Zinksalz des 
komplexen Zinksalzes ohne Schwierigkeiten erhalten, beim 
krystallisierten Ester unter gelinden Bedingungen dagegen nur 
das komplexe Zinksalz; durch lingeres Sieden unter RiuckfluB 
konnte dann auch hier der Ersatz eines Methyls durch ein 
halbes Zinkatom erreicht werden. Mit diesen Operationen war 
fiir das tetrabromierte Protoporphyrin die Stellung von drei 
Bromatomen nachgewiesen worden: die beiden am sekundéren 
Kohlenstoff durch die Moéglichkeit, sie durch Methoxyl zu 
ersetzen, das Bromatom am primiaren Kohlenstoff durch die 
Auffindung des bromhaltigen Imids CsH,,O;NBr. Das vierte 
Bromatom wurde als an einem tertiéren Kohlenstoff befindlich 
durch folgende Reaktionen erkannt. Im tetrabromierten Por- 
phyrin heen sich zwei Bromatome durch Cyan ersetzen, em 
Austausch, der nur die am sekundiren Kohlenstoff haftenden 
Bromatome betreffen konnte, allerdings nicht zu eimem reinen 
Stoff fithrte. Wurde nun dieses in A-g-, V-f-dibrom-, A-/-, 
V-«-dicyan-substituierte Himatoporphyrin einer Behandlung 
mit Ejisessig-Bromwasserstoff unterworfen, so entstand bei 
nachtrighcher Einwirkung von Methylalkohol auf das Primiir- 
produkt ei bibromierter Tetracarbonsaureester, die Cyan- 
sruppen waren demnach in Carboxyle whergegangen. Durch 





OO 
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Reduktion mit Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor resul- 
tierte dann ein Stoff, der nach Behandlung mit Methylalkohol 
nur noch ein Bromatom, aber fiinf Methoxyle aufwies. Das 
tertiir gebundene Brom der ungesittigten Seitenkette A war 
also durch die Reduktion in ein sekundir gebundenes iber- 
gegangen und hierdurch durch Methoxyl ersetzbar geworden. 
Der nun schon krystallisierte Stoff kann demnach als ein 
A-g-Methoxy-, A-f-, V-x-Dicarboxymethyl-, V--Brommeso- 
porphyrindimethylester bezeichnet werden. Die nihere Unter- 
suchung desselben ist in Aussicht genommen. 





Experimenteller Teil. 

J. Als Ausgangsstoff diente fiir simtliche Untersuchungen 
das nach Schalfejeff dargestellte Eisessighimin, das, wie 
ein diesbeziiglicher Versuch erwies, in 98°/,iger Reinheit er- 
halten wurde, d.h. beim Lésen von 5 ¢ in Chloroformpyridin 
blieben nur 0,1 9 zuriick. 

Die Darstellung des Protoporphyrins erfolgte nach den 
Angaben von H. Fischer?), die Ausbeute an rohem Porphyrin 
betrug 5 g aus 6 g Hiimin, bei der Reinigung wurde eine Kry- 
stallisation nicht erzielt, doch erwies sich das Priaparat als 
analysenrein (I). Auch aus dem «-Dimethylhaimin?) wurde 
nach gleicher Methode remes Protoporphyrin erhalten (II). 

1. 0,1202 g Substanz (i. V.) gaben 0,3191 g CO, und 0,06606 g H,O. 


5,22 mg 2 .. 0,47 ccm N bei 18° und 740 mm B. 
II. 88,22 mg ea Ss ». 234,52 mg CO, und 48,20 mg H,O. 
| an " re » 0,88 cem N bei 20° und 742 mm B. 
C,,H3,.0,N, (560,47) Ber. 72,82°/, C 5,76°/, H 10,00°/, N 
Gef. I. 72,40 6,15 10,04 
II. 72,50 6,12 10,10 


Durch Veresterung mit 1°/, Chlorwasserstoff haltendem 
Methylalkohol in wblicher Weise wurde der Dimethylester des 
Protoporphyrins erhalten. Das durch Lésen in Chloroform und 
Eintragen der Losung in siedenden Methylalkohol krystallisiert 
erhaltene Praparat schmolz bei 223°, doch konnte bei wieder- 


1) Diese Zs. Bd. 154, 8. 53 (1926). 
2) Diese Zs. Bd. 153, 8. 136 (1926). 
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a 


holter Umkrystallisation aus Chloroform-Methylalkohol ein 
Schmelzpunkt nicht mehr beobachtet werden (I). Ein zweites 
Praparat des Esters wurde aus krystallisiertem Tetramethyl- 
himatoporphyrin!) durch Erhitzen desselben im Hochvakuum 
auf 160° gewonnen, wobei 0,20884 9 — 0,02004 g verloren 
= 9,83°/,, wihrend sich 9,79°/, Verlust bei Abspaltung von 
2 Molekeln Methylalkohol berechnen. 


[. 6,22 mg Substanz (i. V.) gaben 4,88 mg AgJ (Zeisel). 
II. 0,1224 ¢ - »  0,38278 ¢ CO, und 0,07005 ¢ H,0. 





4,82 mg - ‘a » 375mg AgJ. 
C'4gHag0,N, (588,51) Ber. 73,199, C  6,179/, H 5,09, 2CH, 
Gef. 1. — — 5,02 
»» Il. 73,04 6,40 4,98 


Il. Bromierungdes Protoporphyrindimethylesters. 
3g des Porphyrins wurden in 45 cem trocknem Chloroform 
gelost und der tiefroten Losung 2 g¢ Brom, gelést in 10 ecm 
Chloroform, zugefiigt (1,62 2 Brom = 4 Atome), worauf vier 
Stunden geschittelt wurde. Die Zugabe der Bromlésung 
bewirkte leichte Erwairmung und einen larbenumschlag nach 
Violettrot. Nach vierstiindigem Schiitteln war freies Brom nur 
noch in Spuren nachweisbar, eine Entwicklung von brom- 
wasserstoff war nicht zu bemerken. Die ganze Chloroform- 
losung wurde nunmehr in 1000 cem Petrolaither (Siedep. 40 
bis 50°) eingegossen, der flockig gefallte Stoff mit Petrolather 
gxewaschen, und nach dem Trocknen im Vakuum aus Chloroform - 
Petrolither umgefallt. 

Das schwarzblau gefarbte Reaktionsprodukt war in Methyl- 
alkohol, Aceton, Chloroform und Benzol leicht léslich, Ather 
und 10°/,ige Salzsiure firbten sich mit ihm rot an, 5°/jige 
Sodalésung heB® es auch im kochenden Wasserbad unverandert. 
Die Ausbeute betrug 4,85 ¢. 

Kine Lésung in Methylalkohol oder in Benzol zeigte em 
dreibandiges Spektrum: 590, 565—545, 580—515 2. 





0,1284 g Substanz (i. V.) gaben 0,1068 g AgBr. 


0,1865 g “ ” ». 0,155] g AgBr. 
8,59 mg + * . 4,381 mg AgJ. 





1) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 142, S. 155 (1924). 
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CygHyg0,N,Br, (908,19) Ber. 35,209/, Br —_3,30°/, 2CH, 
Gef. 35,39, 35,89 3,21 

Der Protoporphyrindimethylester hatte also vier Atome 
Brom addiert, der entstandene Stoff konnte als A-(«-£-), 
\-(«-B-)Tetrabromprotoporphyrinester angesprochen werden, der 
zum ‘T'ypus des Hamatoporphyrins zahlt, msofern die un- 
gesittigten Seitenketten in beiden Stoffen als substituiert: 
Vinyl- und Athylgruppen erscheinen. 

A. Behandlung des Tetrabromprotoporphyrin- 
esters mit Methylalkohol. 3g Tetrabromprodukt wurden 
mit 250 cem absol. Methylalkohols 10 Stunden unter Riickflub 
gekocht und dann die tiefrote Lésung, die schwach saure 
Reaktion aufwies, auf ein Drittel ihres Volumens auf dein 
Wasserbade eingeengt. Beim Erkalten setzt sich ein fem 
krystallinischer Niederschlag ab, der mit wenig Methylalkoho! 
und dann mit Wasser ausgewaschen und im Vakuum getrocknet 
wurde. Zur Remigung wurde er in Methylalkohol gelést, dev 
Lésung die doppelte Menge Ather zugegeben, der Methy]- 
alkohol mit Wasser ausgeschiittelt, worauf die iatherische 
Lésung mit Natriumsulfat getrocknet wurde. Nach Verdunsten 
des Athers hinterblieb ein blauschwarzer, krystallinischer Stoff, 
der sich auch in Aceton, Chloroform und Benzol, sowie in 
12°/,iger Bromwasserstoffsiiure léste. 5°/pige Sodalésung war 
auch in der Hitze ohne EinfluB. Die Loésung in Ather oder 
Chloroform wies ein vierbandiges Spektrum auf: 620—610, 
580—560, 540—525, 515—490 4. 


0,12021 g Substanz (i. V.) gaben 0,24683 ¢ CO, und 0,05951 g H,0. 


42,20 mg a a .» 19,53 mg AgBr (Carius). 
93, mg . ze ,, 10,32 mg AgJ (Zeisel). 
0,58 mg ” - »  7,28mg AgJ. 


(',,.H4,0,N,Br, (810,41) 
Ber. 56,29°/, C 5,229, H —-19,71%, Br —_—-7,429/, 4CH, 
Gef. 56,02 5,54 19,69 7,10, 7,08 
Es waren also zwei Bromatome durch Methoxyl ersetzt 
worden, so daB nunmehr ein A-«-, V-6-Dibrom-, A-B-, V-«-Di- 
methoxyprotoporphyrindimethylester vorhegen muB. Die Salz- 
siiurezahl erwies sich = 11, d.h. nach Aufldsen von 0,02 


g in 
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100 cem Ather entzog ein gleiches Volumen 11°/,iger Salzsiiure 
der Atherlésung den gesamten Farbstoff. 

Zum Beweis fiir das Vorhegen der 6-Methoxyvinylgruppe, 
in welche der Acetylenrest des Protoporphyrins nunmehr iiber- 
fiihrt sein muBte, wurde das Dibromprodukt mit Zinkacetat 
behandelt. 

B. 0,5 g des Porphyrins wurden in 60 cem absol. Methyl- 
alkohols auf dem Wasserbad zur Losung gebracht und der 
tiefroten Losung bei Siedetemperatur 20 cem einer 4°/,igen 
methylalkoholischen Zinkacetatlésung zugegeben, wobei ein 
Marbumschlag nach Kirschrot eintrat. Nach Einengen im 
Vakuum auf ein Drittel des Volumens fiel beim Erkalten ein 
Zinksalz krystallinisch aus. Dasselbe wurde abgesaugt, mit 
wenig Methylalkohol, dann mit Wasser zinkfrei gewaschen und 
im Vakuum getrocknet. 

3.38 mg Substanz (i. V.) gaben 2,77 mg AgJ (Zeisel). 

42,1] mg a “4 , 5,82 mg ZnO (Veraschung). 

(C,-H,-0,N,Br,Zn),Zn (1782.85) Ber. 11,00°/, Zn 5,06°/, 6CH. 
Gef. 11,10 5,24 

Danach war, wie erwartet, das Methyl der Gruppe 
—CH==CHOCH, verseift und im verdoppelten Molekil, das 
Zink komplex gebunden aufgenommen hatte, durch ein Zink 
ersetzt worden. 

III. Zur Sicherstellung des Riickschlusses wurde die Ver- 
selfung des Tetramethylhimatoporphyrins!) mit Zink- 
acetat aufs neue studiert. 

Zur Verwendung gelangte zunichst ein krystallisiertes 
Praparat vom Schmelzp. 170°. 


6,10 mg Substanz (i. V.) gaben 8,75 mg AgJ. 


5,22 mg ™ si » 0,41 cem N bei 19° und 738 mm B. 
C,,H,,O.N, (652,58) Ber. 8,58°/, N 9,21°/, 4CH, 
Gef. 8,92 9,18 


a) a) 0,5 ¢@ wurden in 60 cem absol. Methylalkohol auf 
dem Wasserbad in Lésung gebracht und der dunkelroten Losung 


') Hergestellt aus Eisessighamin. Diese Zs. Bd. 94, 8. 180 (1915). 
Abderhaldens Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 8, 
8. 228 (1922). 
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20 ccm emer 4°/pigen methylalkoholischen Zinkacetatlosung zu- 
gegeben, wonach bald ein Farbenumschlag nach Kirschrot ein- 
trat. Die jetzt zum Erkalten gebrachte Loésung schied wher 
Nacht an der Glaswand kleine Krystallwarzen aus, die sich 
unter dem Mikroskop als aus prismatischen Nadeln bestehend 
erwiesen. Sie wurden in einer Menge von 0,35 g abgesondert, 
mit Methylalkohol und Wasser ausgewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Aus ihrer Mutterlauge konnte der Rest mit Wasser 
und Natriumacetat als amorpher ziegelroter Niederschlag gefillt 
werden. 

Eine Lésung in Chloroform zeigte ein zweibandiges Spek- 
trum: 585—570, 550—530 2. 


15,14 mg Substanz (i. V.) gaben 18,32 mg AgJ (Zeisel). 


74.65 mg ae on - 8,14 mg ZnO (Veraschung). 
Gef. 7,75 8.76 


Es hatte sich also unter den eingehaltenen Bedingungen 
nur das komplexe Zinksalz des Tetramethylhamatoporphyrins 
gebildet. Beim Erhitzen von 0,2 ¢ mit 50 cem 10°/, Natron- 
lauge ging das Salz allmahlhich in Losung, nach dreistiindiger 
Einwirkung hatte sich ein Natriumsalz in leuchtend roten 
Flocken abgeschieden, das auf Zusatz von Wasser wieder in 
Lésung ging. Mit Essigsiure wurde nun der Farbstoff gefallt, 
ausgewaschen und un Vakuum getrocknet. Die Analyse ergab, 
da die beiden Estermethyle nunmehr verseift worden waren. 

6,86 mg Substanz (i. V.) gaben 4,29 mg AgJ (Zeisel). 

C..H,,0,N,Zn (687,89) Ber. 4,379/, 2CH, 
Gef. 4.00 

B) 025g des komplexen Zinksalzes des Tetramethy!l- 
himatoporphyrins wurden in 80 cem Methylalkohol gelést und 
zu dieser Lésung bei Siedetemperatur 10 cem einer 1°/,igen 
methylalkoholischen Zinkacetatlésung langsam gegeben. Beim 
Stehen tuber Nacht war dann ein karminroter feinkrystalliner 
Niederschlag ausgefallen, der durch mehrmalige Umkrystalhi- 
sation aus absol. Methylalkohol und langsames Verdunsten 
der Loésung in feinen, verfilzten Nadelehen erhalten werden 
konnte. 5°/jige Sodalésung griff den Stoff auch beim Erhitzen 
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im Wasserbade nicht an, er enthielt aber nur noch drei Methyle 
und einem Methyl entsprechend mehr Zink als das komplexe 
Zinksalz. ks war also Verseifung einer Methylathergruppe 
unter Ersatz des Methyls durch ein halbes Zinkatom ein- 
cetreten. 

8.10 mg Substanz (i. V.) gaben 7,55 
42,66 mg ne 
(Cj,H ,50,N,Zn),Zn 1467,19 Ber. 6,14°), CH, 13,37°/, Zn 


Gef. 5,97 13.59 


” 


Jo Mg AgJ (Zeisel). 
22 mg ZnO (Veraschung). 


Un) 
‘ys 


b) Das gleiche Resultat wurde direkt mit dem krystalli- 
sierten Tetramethylhimatoporphyrin unter folgenden Bedin- 
oungen erhalten. 0,5 g des Porphyrins wurden in 60 cem absol. 
Methylalkohols auf dem Wasserbade zur Lésung gebracht und 
der tiefroten Lésung 20 cem einer 4°/,igen methylalkohohschen 
Zinkacetatlésung hinzugegeben, worauf 8 Stunden unter Riick- 
fluB im Sieden erhalten und dann im Exsiceator auf die Halfte 
des Volumens eingeengt wurde. Nun schieden sich feme ver- 
filzte Nadelchen aus, die abgesaugt und mit wenig Methylalkohol 
und mit Wasser zinkfre1 gewaschen wurden. 

6.52 mg Substanz (i.V.) gaben 650mg AgJ (Zeisel) = 638°), CHa. 


62,20 mg Substanz (i. V.) gaben 10.22 mg ZnO (Veraschung) 
13,20 °/, Zn. 


c) Das aus der Mutterlauge des krystallsierten Tetra- 
inethylhamatoporphyrins nach Einengen durch verdinnte 
Natriumacetatlésung gefillte amorphe, ziegelrote Priparat halt 
Wasser auch nach dem Trocknen im Vakuum zah gebunden. 
Es zersetzte sich unter Aufblihen be: 160°, nachdem schon 
bei 56° ein Schmelzen stattgefunden hatte, wobei die violett- 
rote Farbe des krystallisierten Stoffes auftrat. Die Molekular- 
gewichtsbestimmung ergab mit 0.4820 ¢ in 6,8128 ¢ Veratrol 
(IX = 63,8) eine Gefrierpunktsermiedrigung von 0,56°, woraus 
sich M = 806,03 ergibt. Ber. fiir C3.H,.OgN,Zn 715,93. 0,5 g 
desselben wurden, wie bei a) angegeben, mit Zinkacetat behandelt. 
wonach die erkaltete Loésung durch Eingieben in 400 cem 


1°/,iger Natriumacetatlésung gefallt wurde. Der hierbei er- 
haltene Niederschlag lie8 sich nach dem Waschen und Trocknen 
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durch mehrmalige Umscheidung aus absol. Methylalkohol eben- 
falls in die feien verfilzten Nadelchen des Zinksalzes vom kom- 
plexen Zinksalz des trimethyherten Himatoporphyrins tber- 
fiihren. 
9.78 mg Substanz (i.V.) gaben 9,82 mg AgJ (Zeisel) = 6,43 °/, CH 
49,81 mg Substanz (i. V.) gaben 8,21 mg ZnO (Veraschung 
ed er OF 


IV. Die Oxydation des Dibromdimethoxyproto- 
porphyrinesters wurde mit 5,5 g gelést in 800 com 50°/jiger 
Schwefelsiure!) bei 0° ausgefiihrt und erforderte bis zum Ver- 
schwinden des Spektrums 11,1 g Chromtrioxyd in etwa 10°/,iger 
wiBriger Loésung, die portionsweise im Lauf von 4 Stunden 
eingetragen wurden, was 24 Atomen Sauerstoff entspricht. Be: 
der Oxydation trat Entwicklung von Kohlendioxyd auf, auch: 
machte sich freies Brom bemerkbar. Die oxydierte Flissigkeii 
blieb wher Nacht stehen und wurde dann erschépfend aus- 
ceithert, wonach den itherischen Ausziigen die entstandene 
Himatinsiiure durch Ausschiitten mit Sodalésung entzogen 
wurde. Sie wurde in einer Ausbeute von 1,1 g aus derselben 
isohiert. 

Die getrocknete atherische Loésung der neutralen Oxy- 
dationsprodukte hinterlieB ein gelblich gefirbtes Ol, dem dic 
letzten Atherreste dann im Hochvakuum entzogen wurden, 
wonach nach zweitigigem Stehen im Vakuum Krystallisation 
in Rosetten und breiten Spitzen emtrat. Die Reinigung ge- 
schah durch rasches Waschen mit absol. Ather und Trocknen 
auf Ton der nunmehr farblosen Krystalle, deren Gewicht 
0.32 ¢ betrug. Sie waren bromhaltig, schmolzen bei 76° und 
entwickelten beim Kochen mit 5°/,iger Sodalésung Ammoniak, 
die alkalische Lésung wurde durch Permanganat sofort oxy- 
diert. Die Analyse bestitigte das Vorliegen des uns von der 
Oxydation des Dibromdimethoxymesoporphyrins her bekannten 
Tmids. 


1) Um ein Zusammenkneten des Farbstoffs zu vermeiden, erwies es 
sich als zweckmiaBig, denselben fein zu zermahlen und ihn mit kleinen 
Mengen der 50°/,igen Schwefelsiure zunachst anzureiben. 
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0,1462 g Substanz (i. V.) gaben 0,20692 g CO, und 0,05369 ¢ H,O. 


42,00 mg ™ ‘ » 01,61 mg AgBr. 
12,3 mg a ‘a » 0,62 cem N bei 16° und 726 mm B. 
11,12 mg es bie » 10,18 me AgJ. 
C,H,,O,N Br 
Ber. 38,72°/, C 4,009, H 5,65°9/) N 32,229), Br _—6,06°/, 1CH, 
Gef. 38,61 4,11 5,69 32,03 5,86 


V. Einwirkung von Kaliumcyanid auf den Tetra- 
bromprotoporphyrindimethylester. 

a) 2e@ des Porphyrins wurden in 60 cem Chloroform zur 
Losung gebracht und zur tiefroten Lésung 1,5 g feingepulvertes 
Cyankalium gegeben, wobei sich bald ein Farbenumschlag nach 
Karminrot einstellte. Nach eintaigigem Schitteln an der 
Maschine bei Zimmertemperatur wurde vom ungelésten Salz 
filtriert und das Filtrat in 500 cem Petrolather (Siedep. 40—50°) 
langsam einlaufen gelassen, vom flockigen Niederschlag filtriert 
und dieser mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen im 
Vakuum betrug sein Gewicht 1,3 g. Er war von blauschwarzer 
Farbe, leicht in Chloroform, Aceton, Benzol und Eisessig, 
schwer in Methylalkohol loslich, in Ather unldslich, ebenso in 
10°/,iger Salasiure, die auch aus einer 0,02°/,igen Losung in 
Chloroform keinen Farbstoff herausnahm, wihrend hoher 
prozentige Siure einen Niederschlag entstehen lieB. 5°/)ige 
Sodaldésung léste ihn auch berm Erhitzen nicht auf, ein Schmelz- 
punkt konnte bis 250° nicht beobachtet werden. 

Die Lésung in Chloroform, Aceton oder Benzol zeigte 
vier stark ausgeprigte Streifen: 610—600, 580—560, 540—530, 
515—495 2. 

Zur Analyse wurde nochmals in wenig Chloroform gelést 
und der Farbstoff durch Ather gefillt. 


0,10776 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,04328 g AgBr. 


6,54 mg a af » 0,654 ccm N bei 19° und 733 mm B. 
6,73 mg ™ - » 4,10 mg AgJ. 


CagH ,0,N,Br,(CN)» (802,39) 
Ber. 19,92°%/, Br 10,479/, N._—-3,75/, 2CH, 
Gef. 17,49 11,27 3,89 
Diese analytischen Bestimmungen lassen darauf schheBen, 
daB das Cyankalium auf ein drittes Bromatom bereits ein- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXXIX, 9 
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gewirkt hatte, doch heB sich eme Trennung des demnach vor- 
hegenden Gemisches bisher nicht erreichen. Daf in ihm aber 
das gesuchte Dicyanprodukt enthalten ist, bewiesen die bei 
der Verseifung erhaltenen Resultate (S. 131). 

b) Da&8 die Einwirkung des Cyankahums auf dus Tetra- 
bromprodukt auch noch in anderer Richtung verlaufen kann, 
zeigte ein weiterer Versuch, bei dem ein UberschuB von Cyan- 
kalium angewendet wurde. Hier wurde Verseifung der einen 
Estergruppe festgestellt. 

2 g¢ des bromierten Porphyrins wurden mit 4 g Cyankahum 
in 70 cem Chloroform 2 Tage an der Maschine geschittelt, 
worauf der Farbstoff aus der filtrierten Losung durch EingieBen 
in 500 cem Petrolither (Schmelzp.40—50°) gefallt wurde. Proben 
des Niederschlags zeigten nun Unloslchkeit in Benzol, dagegen 
vollige Loslichkeit in Methylalkohol, in erwairmter Sodalosung 
und in warmem Wasser. Es lag also allem Anschein nach ein 
Kaliumsalz vor, weshalb der Farbstoff in Eisessig gelést und 
durch eine verdiinnte Natriumacetatlosung wieder gefaillt wurde. 
Nach Auswaschen mit Wasser wurde er 1m Vakuum getrocknet. 
Er war unloslich in Benzol, Ather und Petrolither, léslich in 
Methylalkohol, Chloroform und <Aceton. 5°/jige Sodalésung 
nahm ihn beim Erwiarmen auf, 10°/jige Salzsiiure fairbte sich 
rot an. Das Spektrum wich von dem unter a) beschriebenen 
nicht ab. Die Analyse ergab das Vorlegen eines monomethy- 
herten Porphyrims nut 6 Stickstoffatomen, es waren also hier 
zwel Bromatome durch Cyan ersetzt worden. 


6,02 mg Substanz (i. V.) gaben 0,59 cem N bei 19° und 730 mm B. 


8,02 mg ™ -" »  2,00mg AgJ. 
C,.H..0,N,Br.(CN). (788,37) Ber. 10,66°/, N 1,901°/, CH, 
Gef. 10,84 2,02 


Aus der noch rot gefirbten Petrolither-—Chloroformmutter- 
lauge konnte durch Abdestilheren der Lésungsmittel ein rot- 
brauner Farbstoff erhalten werden, der, in wenig Chloroform 
gelést, durch Petrolaither nicht mehr gefallt wurde. Hr léste 
sich auch in Ather und gab das vierbandige Spektrum der 
cyanhaltigen Porphyrine. Er zeigte emen unscharfen Schmelz- 
punkt bei 110° und zersetzte sich bei 140° unter Aufschiumen, 
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durch 5°/,ige Sodalésung ging er auch beim Erhitzen nicht 
in Lésung. Die geringe Menge gestattete nur eine Halogen- 
bestimmung. 


47,46 mg Substanz (i. V.) gaben 21,66 mg AgBr = 19,40°/, Brom. 


VI. Die Verseifung des Dibrom-dicyanprotopor: 
phyrinesters wurde mit 5g des rohen Stoffes durch zwei- 
tiigiges Schutteln mit 100 ¢ Eisessig-Bromwasserstoff (1,44) 
ausgefihrt. Die entstandene Lésung wurde durch Glaswolle 
filtriert und das dunkelrote Filtrat auf dem Wasserbade bei 
609 und 17 mm Druck zur Trockne eingedampft. Der dunkel- 
blaue Trockenriickstand wurde dann bei 50° im Wasserbad 
10 Minuten mit 100 ccm absol. Methylalkohol geschiittelt, 
wobe1 alles in Lésung ging, und diese mit 20 cem 20°/jiger 
methylalkoholischer Kahlauge versetzt, wonach sie nur noch 
schwach sauer reagierte. Aus dem Filtrat vom ausgeschiedenen 
Bromsalz fiel dann beim Erkalten em krystalliner Niederschlag 
aus, dessen Menge sich durch zweitigiges Stehen noch ver- 
mehrte. Der Rest wurde durch Zugabe von Wasser und 
Natriumacetat amorph gefallt. Die Gesamtausbeute betrug 4 ¢, 

Der erhaltene larbstoff loste sich leicht in Chloroform, 
Aceton, Benzol und BHisessig, schwer in Methylalkohol, Ather 
und Petrolither firbten sich rot an, ebenso 10°/jige Salzsiiure ; 
ganz unloshch war er in 5°/,iger Sodalésung, selbst beim Er- 
hitzen. 

Die Loésung des Porphyrins in Chloroform zeigte ein stark 
ausgeprigtes vierbandiges Spektrum: 610—600, 570—560, 
540—530, 575—490 A. 

Zur Analyse wurde das krystalline Priparat aus Chloro- 
form-Methylalkohol umgeschieden. 


0,120 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,24483 ¢ CO, und 0,05736 g H,O. 


9,42 mg i P »  0,56ceem N bei 20° und 744 mm B. 
21,66 mg os ae » 9,08 mg AgBr (Carius). 
3,309 mg = ‘i » 374mg AgJ (Zeisel). 


CyH,,03N,Br, (868,43) 
Ber. 55,299/, C 5,11%, H 6,45, N—-18,41%) Br —6,92°/, 4CH, 
Gef. 55,66 5,35 6,42 17,84 7,06 
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Nach diesen Analysen zu urteilen, war demnach die Ver- 
selfung der angelagerten Cyangruppen gegliickt und es lag 
nunmehr ein A-gx-, V-B-Dibrom, A-f-, V-x-Dicarboxymethy]- 
protoporphyrindimethylester vor. 

Sein komplexes Zinksalz wurde aus 0,5 @ des Porphyrin: 
hergestellt, indem dessen siedende Lésung in 30 cem Aceton 
nach Zusatz von 0,15 g¢ Zinkacetat noch 5 Minuten unte: 
RickfluB erhitzt wurde, wobei Farbumschlag nach Kirschrot 
eintrat. Die dann auf die Halfte des Volumens eingeengte 
Losung wurde durch EingieBen in verdiinnte Natriumacetat- 
losung gefallt, der flockig rotbraune Niederschlag filtriert, ge- 
waschen und nach dem Trocknen im Vakuum in absol. Methy!- 
alkohol gelést. Beim Verdunsten der filtrierten Losung wurde 
das Zinksalz fein krystallin erhalten, es léste sich gut in Ather 
und zeigte in dieser Losung ein zweibandiges Spektrum: 
590—570, 560—530 2. 


4,22 mg Substanz (i. V.) gaben 4,22 mg AgJ (Zeisel). 


60,01 mg ‘a Pe » 95,15 mg ZnO (Veraschung). 
C,)H,.0,N,Br,Zn Ber. 6,45°/, 4CH, 7,029/, Zn 
Gef. 6,40 6,90 


VII. Der Versuch zur Reduktion dieses Tetracarbonsiure- 
esters wurde mit der Lésung von 3 g des Porphyrins in 40 cem 
Eisessig ausgefiihrt, indem nach Zusatz von 6 cem Jodwasser- 
stoffsiiure (1,96) und 3g rotem Phosphor 6 Stunden an der 
Masechine geschittelt wurde. Dann wurde filtriert und das 
tief dunkelrote Filtrat im Vakuum ber 35—40° zur Trockne 
eingedampft. Der Rickstand wurde mit 100 cem absol. Methy!- 
alkohols 5 Stunden bei 60° geschiittelt, wonach sich ein dunkles 
ziihflissiges Ol am Boden abgesetzt hatte, das beim Erkalten 
erstarrte (A). Die dartiberstehende tiefrote Losung wurde nun 
mit 750 cem Ather versetzt, dann mit 10°/,iger Natrium- 
thiosulfatlésung, sowie mit Wasser ausgeschittelt, mit Natrium- 
sulfat getrocknet und stark eingeengt, worauf breite vier- 
eckige Platten auskrystallisierten, deren aitherische Lésung ein 
vierbandiges Spektrum zeigten: 610—600, 570—560, 5385—525, 
510—485 A. 

Das Porphyrin léste sich leicht in Ather, Petrolither, 
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Chloroform, Aceton, Eisessig und in 12°/,iger Bromwasserstoff- 
siure, welche Losung zwischen 590—580 und 570—535 2 ab- 
sorbierte, in Methylalkohol war es schwer, in 5®/,iger Soda 
auch beim Erhitzen nicht léshch. Der braunrot gefiirbte Stoff 
schmolz bei 85°, bei héherer Temperatur trat langsam Zer- 
setzung ein. 

Die Analysen des in geringer Ausbeute erhaltenen Porphyrins 
erwiesen die Herausnahme ‘eines Atoms Brom und Ersatz 
desselben durch eine Methoxylgruppe, der zu hoch gefundene 
Bromgehalt, die zu niederen Werte fiir Kohlenstoff und Wasser- 
-toff sind wohl auf cine geringe Beimengung an noch unver- 
‘indertem, nicht reduziertem dibromierten Protoporphyrintetra- 
methylester oder darauf zurickzufiihren, daB Brom am _ pri- 
méren Kohlenstoff der Seitenkette durch Jod ersetzt war. 


82,2 mg Substanz (i. V.) gaben 174,15 mg CO, und 42,75 mg H,O. 


37,48 mg ms ss . 9,88 mg AgBr (Carius). 
3,23 mg = Zs ” 4.38 mg AgJ (Zeisel). 


Ber. 59,919, © 6,019, H 9,739, Br 9,15°/ 


Gef. 57,80 5.82 11,22 8.68 


) 


5CH, 


Der in Methylalkohol unléshche Rickstand (A) wurde in 
Chloroform gelést, diese Losung mit 10°/,iger Thiosulfatlésung, 
dann mit Wasser ausgeschittelt, getrocknet, konzentriert und 
zu siedendem Methylalkohol gegeben, worauf nach Verdampfen 
des Chloroforms ein krystallmer Niederschlag erhalten wurde. 
Hier lag das jodwasserstoffsaure Salz emes monobromierten 
Porphyrins vor, das nur noch drei Methyle enthielt. Das durch 
Sodalésung in Freiheit gesetzte Porphyrin léste sich nur noch 
in Chloroform und Aceton und zeigte in dieser Lésung kein 
Spektrum mehr. Es mu demnach mit der Verseifung zweier 
Estermolekiile ene Umwandlung erfolgt sein, uber deren Natur 
weitere Untersuchungen Aufklirung bringen miissen. Dab noch 
ein Porphyrinderivat vorlag, bewies die Emwirkung von Brom- 
wasserstoff—Eisessig bei 100°, wonach ein in Methylalkohol 
lésheher Farbstoff entstanden war, der ein vierbandiges Spek- 


trum zeigte. 
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VIII. a) Das komplexe Zinksalz des Protoporphyrin- 
dimethylesters haben H. Vischer und Br. Pitzer?) in Pyridin- 
lésung hergestellt. Wir gewannen es durch Auflésen von 5 cen 
des Esters in einer Mischung von 50 cem Chloroform und 
200 cem absol. Methylalkohols, welcher Losung bei Siedetempe- 
ratur eine solche von 8 ¢ Zinkacetat in 50 com Methylalkohol 
portionenweise zugegeben wurden, wonach sich die brennrote 
Losung karminrot gefirbt hatte. Nach Abdampfen des Chloro- 
forms auf dem Wasserbade fiel das Zinksalz beim Erkalten in 
dunkelvioletten Platten aus, beim Einengen der Mutterlauge 
entstand eine weitere Krystallisation, der Rest wurde mit 
Wasser amorph gefallt. 

Das Salz ist in Chloroform und Ather léslich, diese Losungen 
zeigen ein zweibandiges Spektrum!), in 5°/,iger Sodalésung ist 
es auch beim Erhitzen unloslich. 


4,33 mg Substanz (i. V.) gaben 3,00 mg AgJ (Zeisel). 


34,20 mg “s - » 4,25 meg ZnO (Kraschung). 
C,,H;,0,N,Zn 653,878 Ber. 4,59° , CH, 10,14° , Zn 
Gef. 4,44 10.06 


b) Die Bromierung dieses Zinksalzes wurde mit 2 ¢, geldst 


in 50 cem Chloroform, durch Zugabe emer Losung von 0,5 e 
Brom (2 Atome) in 10 cem Chloroform ausgefiihrt. Da sich 
nach zweistiindigem Schiitteln kein freies Brom mehr nach- 
weisen lieB, wurden nochmals 0,6 ¢ Brom zugefiigt und 4 Stunden 
geschittelt. Jetzt fiel der Bromnachweis mit Jodkaliumstirke- 
papier positiv aus und es wurde nun die Chloroformlésung 
im Vakuum auf die Haiite konzentriert, wobei ganz schwache 
sromwasserstoffentwicklung eintrat, und dann in 200 cem 
Petrolither (Siedep. 40 
flockige Ausfall abgenutscht und mit Petrolither ausgewaschen. 
Nach dem Trocknen im Vakuum wurde das Rohprodukt mit 
Benzol extrahiert, wobei etwas unverindertes Zinksalz entfernt 
wurde. Das bromierte Produkt ist unléslich in Ather und 
Benzol, sehwer léslich in Chloroform, leichter in Aceton und 
Eisessig, auch in 10°/,iger Salzsiiure, berm Kochen mit 5°/jiger 





50°) langsam eingegossen, der 


1) Diese Zs, Pd, 154, 8. 6 (1926). 
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Sodalésung ging es nicht in Losung. Ausbeute 2,8 9. Die 
Losung in Chloroform zeigte ein vierbandiges Spektrum: 
580, 570—540, 580, 510—490 A. 

122,01 mg Substanz (i. V.) gaben 93,82 mg AgBr und 10,63 mg ZnO 
(Carius). 

5,22 mg Substanz (i. V.) gaben 2,61 mg AgJ (Zeisel). 
C',,H,0,N,Br,Zn (973,56) Ber. 32,84°/, Br 6,72°/, Zn 3,099/, 2CH, 

Gef, 32,72 7,00 3,20 

c) Nach 10stiindigem Kochen von 1.1 g¢ des bromierten 
Zinksalzes mit 150 cem absol. Methylalkohol zeigte die Lésung 
schwach saure Reaktion. Sie hinterlie’ nach Abdestillation 
des Alkohols einen stahlblauen Rickstand, der nur wenig 
Substanz an Ather abgab; 0,95 ¢ blieben ungelést. Nach der 
Analyse zu urteilen, ist unter den eingehaltenen Bedingungen 
nur eme Abspaltung von Bromwasserstoff, kein Ersatz von 
Brom durch Methoxyl erfolgt. Das Salz léste sich leicht in 
Chloroform. 

17,92 mg Substanz (i. V.) gaben 9,38 mg AgJ (Zeisell). 

170,00 mg s ” , 104,00me AgBr und 14,62 mg ZnO 
(Carius). 
C,,H,;0,N,Br,Zn (892,63) Ber. 26,86%/, Br 7,32/, Zn 3,96/, 2CH, 

Gef. 26,03 6,91 3,00 

d) Durch Kochen des tetrabromierten Zinksalzes mit 
10°/,iger Lésung des sekundiiren Natrumphosphats wihrend 
20 Stunden trat Verseifung und Herausnahme des ganzen 
Broms ein. Der durch Essigsiure gefallte Stoff loste sich nur 
schwer in Chloroform und Ather, zeigte in diesen Loésungen 
ein zweibandiges Spektrum bei 2 570—550, 540—520, und 
wurde durch Sodalésung bereits bei Zimmertemperatur auf- 
genommen. Nach der Analyse zu urteilen, koénnte er unter 
Austritt von 2 Mol. Bromwasserstoff und 2 Mol. Brommethyl 
entstanden sein, so daB ein Bilacton zwischen den Seitenketten 
und den Carboxylen vorlige, eine Annahme, die jedoch noch 


durch weitere Versuche gestiitzt werden muB. 
122,20 mg Substanz (i. V.) gaben 291,30 mg CO, und 53,50 mg H,O. 
Eine Halogen- und eine Methoxy!bestimmung verlief negativ. 
C,,H,,0,N,Zn Ber. 65,86°/, C 4,23°/, H 
Gef. 65,01 4,89 
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e) Durch Eimwirkung von Bromwasserstoff-Eisessig auf 
das tetrabromierte Zinksalz wurde unter folgenden Be- 
dingungen der §. 124 beschriebene A-«-, V-6-Dibrom-A-f, V-z- 
dimethoxyprotoporphyrindimethylester im krystallisierten Zu- 
stand gewonnen, daneben war aber das Zinksalz eines Por- 
phyrins entstanden, das noch vier Atome Brom enthielt, wahrend 
die Analyse auf den Austritt zweier Molekeln Methylalkohol 
hinwies. Es kénnten demnach auch hier die Carboxyle mit den 
ungesittigten Seitenketten reagiert haben, aber in anderer 
Weise als im vorhergehenden Versuch. 

38@ des tetrabromierten Zinksalzes wurden mit 100 g 
Kisessig—Bromwasserstoff (1,44) 2 Tage an der Maschine ge- 
schuttelt, die braunrote Losung im Vakuum bei 50° zur Trockne 
eingedampfit und der stahlblaue Rickstand mit 100 ccm absol. 
Methylalkohol bei 50° geschiittelt, wobei 2 g ungeldst bleben. 
Die tiefrote Lésung wurde zur Veresterung 5 Stunden unter 
RickfluB gekocht, nach dem Erkalten mit 750 cem Ather 
versetzt, wobei kein Ausfall eintrat, mit Wasser erschépfend 
ausgeschiittelt und getrocknet. Das nach Verdunsten des 
Athers im Vakuum zuriickbleibende Porphyrin konnte bei der 
Extraktion mit Ather in kleinen viereckigen Blattchen erhalten 
werden, die sich als aschefrei erwiesen und alle Eigenschaften 
des Dibrom-dimethoxyprotoporphyrinesters aufwiesen. 


31,65 mg Substanz (i. V.) gaben 14,60 mg AgBr (Carius). 


6,20 mg ‘ss " m 6,89 mg AgJ (Zeisel). 
C,gH,.0,N, Br, (810,41) Ber. 19,719, Br 7,42°,, 4CH, 
Gef. 19,63 7.11 


Die in Methylalkohol unléshchen 2 ¢ waren in organischen 
Solventien kaum léslich, Nitrobenzol nahm in der Siedehitze 
langsam auf, auch konzentrierte kalte Schwefelsiure ldste 
Jangsam. So wurde zur Analyse nur mit Methylalkohol und 
mit Wasser ausgewaschen, wobei eine Abspaltung von Brom- 
wasserstoff aus eimem etwa vorliegenden Hydrobromid mieht 
eimtrat. 


162,20 mg Substanz (i. V.) gaben 133,47 mg AgBr und 14,70 mg ZnO 
(Carius). 
Kine Zeiselbestimmung mit 4,62 mg verlief negativ. 
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C.,H,,O.N,Br,Zn (909,48) Ser. 35,15°/, Br 7,19°/, Zn 
Gef. 35,02 1.28 


IX. 2,5 g des komplexen Kupfersalzes des Protoporphyrin- 
esters?), der aus T'etramethylhamatoporphyrin erhalten worden 
war, wurde in einer Losung des Esters in Chloroform-Methy]l- 
alkohol (25: 100 ccm) mit Hilfe einer 1°%/,igen Kupferacetat- 
losung in Methylalkohol erhalten, die im Sieden wvereinigt 
wurden. Hs schieden sich dann namentlich beim Abkihlen 
tetraederartige Krystalle ab, der Rest konnte nach Verdampfen 
des Chloroforms durch Wasser amorph gefallt werden. Das 
Salz ist in Chloroform loshch, in Methylalkohol unldslich. 

33,88 mg Substanz (i. V.) gaben 4,02 mg CuO. 

9,15 mg m _ a 6,30 mg AgJ. 


0,1618 g 9 6 » eine Gefrierpunktserniedrigung von 
0,2 g in 7,1356 g Veratro] (K = 63,8). 


C5¢H3,0,N,Cu Ber. 9,78°/, Cu 4,629), CH, 650,06 Mol.-Gew. 
Gef. 9,48 4,4] 723,3 


2g des Kupfersalzes wurden in 50 ccm Chloroform gelést 
und dieser Lésung eine soleche von 0,5 g Brom (2 Atome) in 
10 cem Chloroform zugegeben. Nach zweistiindigem Schitteln 
war das Halogen aufgenommen worden, Weitere 0,6 g Brom 
wurden nach 4 Stunden nicht mehr verbraucht. Die zur Halfte 
im Vakuum eingeengte Losung wurde nun mit Petrolather 
vefallt und der flockige Niederschlag mit Benzol extrahiert. 
Das hierin unldsliche bromierte Produkt war auch in Ather 
unloslich, léshch in Methylalkohol, Aceton, Essigséure und 
10°/,iger Salzsiure. Beim Kochen mit 5° giger Soda ging es 
nicht in Lésung. 

Die Lésung in Chloroform zeigte ein vierbandiges Spektrum: 
580, 560—555, 580, 510—490 4. 


17,53 mg Substanz (i. V.) gaben 13,37 mg Agl 


Ad 


r und 133mg CuO 
Carius). 

5,11 mg Substanz (i. V.) gaben 2,62 mg Agd (Zeisel). 
C.¢H ,0,N,Br,Cu (969,74) Ber. 32,97, Br 6,55°) Cu 3,10®, 2CH, 


Gef. 32.46 6.06 3,28 


1) Vel. H. Fischer u. Br. Pitzer, Diese Zs. Bd. 154, 8. 62 (1926). 
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X. Das komplexe Chlorferrisalz des Protoporphyrindime- 
thylesters wurde durch Zugabe einer heiBen Lésung von Eisen 
in mit Kochsalz gesittigtem Eisessig zur siedenden eisessig- 
sauren Losung von 1 g des Esters dargestellt. Farbumschlag 
trat nach einer Kochdauer von 3 Minuten von Rot nach Braun 
ein. Da eine Abscheidung auch beim Erkalten nicht erfolgte, 
wurde mit Chloroform versetzt, der Hisessig weggewaschen, 
getrocknet und verdunstet, wobei ein blauschwarzer Riickstand 
blieb, der in Soda unléslich war, sich in Pyridin léste, welche 
Lésung nach Hydrazinzusatz das Himochromogenspektrun 
zeigte. 


0,1613 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,0180 ¢ Fe,O,. 


0.1575 g y = »  0,03818 g AgCl. 
0,2575 g + + » in 9,3719g¢g Veratrol eine Gefrier- 


punktserniedrigung von 0,15° (K = 63,8). 
(C'4gH 30,N,FeCl), Ber. 5,24°%/, Cl 8,259/, Fe —-1353,56 Mol.-Gew. 
Gef. 4,92 7,81 1169 
Die Addition von Brom wurde wie beim Kupfersalz be- 
schrieben vorgenommen. Die Analyse des metallisch glanzenden, 
in Methylalkohol, Aceton und Essigsiure léslichen Pulveis 
ergab auch hier, daB sich vier Atome Brom angelagert haben 
muften. 
11,27 mg Substanz (i. V.) gaben 8,384 mg AgBr -- AgCl, daraus 
6.433 mg AgCl. 
C',,H,,0,N,FeCIBr, Ber. 3,56°/, Cl 32,08°/, Br 
Gef. 3,12 31,12 
Die unter IX. und X. beschriebenen Versuche und Analysen 
hat Herr Dr. v. Degenfeld ausgefiihrt. 


Der Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft sind wir 
zu aufrichtigstem Dank fiir die Gewihrung von Mitteln ver- 
pflichtet, den wir auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen. 
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Uber den Gehalt der Linsen und Erbsen an Natrium 
und Kalium.’) 


Von 


W. Kiister und J. Umbreeht. 





(Aus dem Laboratorium f. organ. u. pharmaz. Chemie der Technischen Hochschule 
zu Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 1928.) 


Die Milch, welche als menschliches Nahrungsmittel allen 
Anforderungen entsprechen kann, enthalt Natrium und Kalium 
durchschnittlich im Verhiiltnis 1:3. In den Vegetabilien iiber- 
wiegt im allgemeinen der Kaliumgehalt denjenigen an Natrium 
weit mehr, wodurch bei dem Bedarf des menschlichen Kérpers 
an Natriumsalzen der vom Gaumen verlangte hohe Kochsalz- 
zusatz zur pflanzlichen Nahrung erklirlich erscheint. 

Betrachtet man im besonderen das Verhiltnis Natrium 
zu Kalium in den als Wintergemiise viel gebrauchten Legu- 
minosensamen, so fillt nach den Angaben, welche in einem 
Teil der Nahrungsmittel- und agrikulturchemischen Literatur 
verOffentlicht sind, das auBergewéhnliche Verteilungsverhiltnis 
bei den Linsen auf. Wahrend bei Erbsen und Bohnen der 
Natriumgehalt durchschnittlich 1—2°/, der Asche betrigt und 
der Kaliumgehalt durchschnittlich 30—40°/,, soll bei den 
Linsen der Natriumgehalt ungefihr 13°/,, der Kaliumgehalt 
ungefahr 35°/, der Asche betragen. Danach wiire also in den 
Linsen das Verhiltnis Natrium zu Kalium fiir den mensch- 
lichen Bedarf noch giinstiger als in der Milch. DaB nun ge- 
rade die Linsen gegentiber den Erbsen und Bohnen so viel 
Natrium enthalten sollen, erscheint merkwiirdig und unerklir- 
lich, eine Tatsache, die Veranlassung dazu gab, einmal die 
gesamte erreichbare Literatur beziiglich der Analysen von 
Leguminosensamen durchzusehen. 
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Dabei stellte sich heraus, daB in den meisten Sammel- 
werken die Linse iiberhaupt nicht aufgefiihrt ist. Auch 
Czapek?) behandelt in einem Kapitel: ,,.Der Mineralstoffwechse] 
von Samen“ an Leguminosen nur Erbse, Bohne, Wicke und 
Lupine, wobei er fiir die Aschenzusammensetzung Durch- 
schnittswerte angibt, welche er, wie fast alle Autoren von 
Sammelwerken, in der Hauptsache den bekannten Wolffschen 
,Aschenanalysen“ *) entnommen hat. Wo nun die Linse an- 
gefiihrt ist, zB. bei Knop‘), Kénig®) und Albu-Neuberg®, 
handelt es sich bei der Aschenzusammensetzung immer um 
genau dieselben Werte, und zwar folgende: 











Reinasche In 100 Teilen der Reinasche 
a ts a pondeiededbanatesapelaaentiy - aaa oalepagpenslapemadeclenieadinn eiaeas snes PE TTT EI A OPEL EEL YL LEI AT TOTES — eee 
2,06 °/, K,O | Na,O | MgO | CaQ_ Fe,0, | P,O; Cl 
34,76 | 18,50 | 2,47 6,34 2,00 | 36,80 4,63 


Diese Werte entstammen ebenfalls den Wolffschen 
, Aschenanalysen““)} und beziehen sich nach der, dortigen An- 
merkung auf eine einzige Analyse, die Wolff schon in sein 
Biichlein ,,Die mittlere Zusammensetzung der Asche aller 
land- und forstwissenschaftlich wichtigen Stoffe“‘) vom Jahre 
1865 und in seine ,,Chemischen Forschungen“*) vom Jahre 
1847 aufgenommen hatte. 

Liest man in letzteren nach, so findet man in dem Ka- 
pitel: ,Aufnahme usw. von anorganischen Stoffen* des Ab- 
schnittes ,Wachstum und Ernihrung der Pflanzen“ in der 
Anmerkung eine groBe Anzahl von Aschenanalysen zusammen- 
gestellt, welche nach der Wolffschen Angabe fast alle im 
historischen Liebigschen Laboratorium zu GieBen unter Lei- 
tung der berithmten Liebigschiiler Will und Fresenius nach 
einer von diesen herriihrenden Methode ausgefiihrt wurden, 
welche heute noch verwendet wird. Unter diesen Analysen 


befindet sich auch ,die* Linsenanalyse. Sie wurde — wohl 
unter Wills Leitung?®) — von dem Liebigschiiler KE. Levi in 


(neBen ausgefiihrt und erstmals von diesem in den Liebig- 
schen Annalen!!) im Jahre 1844 verdéfientlicht. 
,Wie* Linsenanalyse Levis ist also bis in die neueste 
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Literatur vorgedrungen — sie erscheint auch wieder in der 
neuesten Ausgabe von Rottgers ,,Nahrungsmittelchemie* !*) — 
und da sie in allen angefiihrten Werken die einzige ist, kann 
angenommen werden, da8 au8er ihr sonst iiberhaupt keine be- 
kannt ist. Wenn ihre Daten auch trotz der hohen Zahl fiir 
Natrium durchaus nicht angezweifelt zu werden brauchen — 
unter entsprechenden Bedingungen kénnen die Pflanzen in 
auBergewohnlichem MaBe Stoffe aufnehmen —, so mubte sie 
doch gegeniiber den in der Literatur niedergelegten Daten fiir 
die Aschenzusammensetzung der anderen Leguminosensamen, 
welche immer Durchschnittswerte einer gréBeren Anzahl von 
Analysen darstellen, als zu Vergleichen ungeeignet angesehen 
werden. Unter diesen Umstinden erschien es angebracht, zur 
Feststellung, ob die Linsen in der Tat immer einen so hohen 
Natriumgeha!lt besitzen oder nicht, noch einige weitere Ana- 
lysen durchzufiihren. 

Es wurde der Natrium- und Kaliumgehalt der Korner 
zweier verschiedener Linsensorten festgestellt. Untersucht 
wurden einerseits kleine Kérner einer Linse, welche als Brach- 
pflanze auf Kalkboden bei Sigmaringen aufgewachsen war und 
andererseits groBe Korner, sogenannte Hellerlinsen, welche aus 
Thiiringen stammten. Zum Vergleich wurden noch die Korner 
einer Erbse analysiert, welche auf einem Acker mit Keuper- 
untergrund in der Nihe Markgréningens (Wiirttemberg) ge- 
planzt worden war. 

Die Veraschung nur ausgelesener, sauberer und ernte- 
reifer Samenkérner samt Samenschalen wurde sowohl nach 
der tiblichen Methode auf trocknem Wege nach Kénig?®*, als 
auch zum Teil nach Neumann'*) auf nassem Wege mit 
einigen Abinderungen nach Berg?!) durchgefiihrt. Lithium, 
Rubidium und Cisium konnten spektroskopisch in keiner der 
Aschen nachgewiesen werden. Aus der Asche- bzw. Substanz- 
lésung wurden die Alkalien zusammen als Chloride nach der 
von Berg genau angegebenen Vorschriit'®) abgeschieden. Aus 
der Lisung der Gesamtmenge der Chloride wurde das Kalium 
nach Schlésing-Wense?’) als Perchlorat gefallt und in 
Chlorid umgerechnet. Die Differenz zwischen der Gesamt- 











142 W. Kiister und J. Umbrecht, 


summe der Chloride und dem Kaliumchlorid ergab die Menge 
des vorhandenen Natriumchlorids. Die Werte fiir den Wasser- 
gehalt sind je Mittelwerte aus drei Bestimmungen nach 
Koénig.?°) 


1. Die Analysen der Linse (Ervum Lens, Lens esculenta, Ménch). 


a) Analyse der kleinen Linse aus Sigmaringen. 


Der Wassergehalt der lufttrockenen Korner betrug 11,92 °/,. 
Die Ergebnisse der Aschenbestimmungen zeigt folgende Tabelle: 











I. Angew. gew. konst. Linsen . . | 6,4386 g |14,5108 g 18,8432 ¢ 
Il, Reohasche .... . « « »« | O,0782 0,3942 0,4986 


Ill. Kiesels., Sand, Ton und Kohle | 0,6171 0,0326 0,0414 


1V. Sand und Ton nach dem Ver- 


brennen der Kohle . . . . | 0,0004 0,0005 0,0008 
V. Sandig-tonig. Riickstand nach 

Behandlung mit HCl. . . 0,0002 0,0003 0,0006 
VI. Léslicher Sand (IV—V) . . . | 0,0002 0,0002 0,0002 


VII. Kieselsture. . . . .. . . | 0,0038 0,0084 0,0092 
VIII. Unléslich in der Rohasche 











(III—[VI + VII). . . . . | 00131 | 0,0240 | 0,0820 
IX. Reinasche (II—VIII) . . . . | 0,1601 0,3702 0,4666 
X. °'-Gehalt der Trockensubstanz 

an Reinasche .... . . | 2,486°/, | 2,551 °/, | 2,476 °/, 


Aus Spalte X berechnet sich der durchschnittliche Gehalt der an- 
niihernd gewichtskonstanten Trockensubstanz an Reinasche zu 2,502°/,. 
Die Ergebnisse der Natrium- und Kaliumbestimmungen waren 
folgende: 
I. Angewandt wurden 100 cem der auf 500 cem aufgefiillten Lésung 
von 200,0 g Trockensubstanz. 
Es wurden gefunden: 
BOl+ Mel . ws wt sw 90,5352 g 
KCIO,: 0,9655¢g=KCI. .. . . 0,5201 
NaC! 0,0151 g 





Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 0,801°/, 
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If. Angewandt wurden 100 cem der auf 500 cem aufgefiillten 
Lésung von 200,0 g Trockensubstanz. 
Es wurden gefunden: 


BUl+ NaCl, .....+ »« « QRite 
KCIO,: 0,9582 g = KCl. - . . . 0,5156 


NaCl 0,0155 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 0,820°), 

BO. « . 32.546 
lif. Angewandt wurden 100cem der auf 500 ccm aufgefiillten 
Lésung der Reinasche von 17,7867 g Trockensubstanz. 
Es wurden gefunden: 
MAAS Mel. . . . s « > » « ORI 
KCIO,: 00773 g= KCl. . . . . 0,0416 
NaCl 0,0009 g 
Daiaus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 0,534°/, 
K,O , 5, ” 29,5°5 
IV. Angewandt wurde die Lésung der Reinasche (0,3702 g) von 
14,5108 g Linsen. 
Es wurden gefunden: 
KCl + NaCl. . ...... +. O,199%7 g 
KCI1O,: 0,3584 g= KCl. . . . . 0,1929 
NaCl 0,0068 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 0,974 °/, 
ao . x ‘ 32,916 


Aus den Ergebnissen der vier Analysen berechnen sich fiir die 
Xeinasche der kleinen Linsen von Sigmaringen folgende durchschnitt- 
liche Werte: 

Na,O 0,782, K,O 31,954°/,. 


b) Analyse der Hellerlinse aus Thiringen. 

Der Wassergebhalt der lufttrockenen Korner betrug 7,18°/,. 

Die Ergebnisse der Aschenbestimmungen zeigt folgende ‘Tabelle 
(S. 144): 

Aus Spalte X berechnet sich der durchschnittliche Gehalt der an- 
nihernd gewichtskonstanten Trockensubstanz an Reinasche zu 2,797°/). 

Die Ergebnisse der Natrium- und Kaliumbestimmungen waren 
folgende: 

I, Angewandt wurden 100 cem der auf 250 ccm aufgefiillten Lésung 
von €,3396 g Reinasche. 
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a b ¢ 
I. Ang. gew. konst. Linsen. . . [20,8118 g }12,1664 g ]15,3842 o 
II. Rohasche ...... . . | 0,6096 0,3657 0,4629 
III. Kiesels., Sand, Ton und Kohle | 0,0534 0,0345 0,0431 
IV. Sand und Ton nach dem Ver- 
brennen der Kohle . . . . | 0,0014 0,0009 0,0012 
V. Sandig-toniger Riickstand nach 
Behandlung mit HCl . . . | 0,0008 0,0004 0,0006 
VI. Léslicher Sand (IV—V) . . . | 0,0006 0,0005 0,0006 
VII. Kieselsiure. . . . - . . . | 0,0158 0,0079 0,0081 
VIII. Unldslich in der Rohasche 
(I—[VI + VII]). . . . . | 0,0375 | 0,0261 | 0,0344 
IX. Reinasche (II—VIII) . . . . | 0,5721 | 0,3396 | 0,4285 
X. °/,-Gehalt der Trockensubstanz 
‘an Reinasche . ... . 2,816 °/, | 2,791 /, | 2,785 ° 
Es wurden gefunden: 
KCl +NaCl. ...... .. . 0,0886 g 
KCIO,: 0,1502g=KCl. . . . . 0,0808¢ 
NaCl 0,0078 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 3,042°/, 
co. » e 87,575 
IJ. Angewandt wurden 100 ccm der auf 250 ccm aufgefiillten 


Lésung von 0,3396 g Reinasche. 
Es wurden gefunden: 


BCl+ NaCl. ...+ « «+ » » OO8Beg 
KCIO,: 0,1498 g = KCL. . . . . 0,0806 


NaCl 0,0072 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 2,811°/, 
K,O » 5 9 37,486 


III. Angewandt wurde die Lisung von 0,4285 g Reinasche. 


Es wurden gefunden: 
KCl+ NaCl... . . . . . . 0/2804 g 
KCIO,: 04708 g= KCl. . . . . 0,2584 
NaCl 0,0270 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 3,338 °/, 
ae ws « “ 37,360 
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Aus den Ergebnissen der drei Analysen berechnen sich fiir die 
Reinasche der Hellerlinsen aus Thiiringen folgende durchschnittliche 
Werte: 

Na,O 9,063 °/,: KO 


37,473°/,. 


2. Die Analysen der Erbse (Pisum sativum, L) 


Der Wassergehalt der lufttrockenen Kérner betrug 7,37°/>. 
Die Ergebnisse der Aschenbestimmungen zeigt folgende Tabelle: 

















a b c 
I. Angew. gew. konst. Erbsen . 13,9877 g |45,2689 g 174,7015 g 
II. Rohasche 0,3425 1,6091 1,8567 
III. Kiesels., Sand, Ton u. Kohle 0,0384 0,4451 0,2012 
IV. Sand und Ton nach dem Ver- 
brennen der Kohle 0,001 1 0,0028 0,0048 
V. Sandig-toniger Riickstand nach 
der Behandlung mit HCl 0,0002 0,0008 0,0013 
VI. Léslicher Sand (IV—YV) 0,0009 0,0020 0,0035 
VII. Kieselsiure 0,0028 0,0093 0,0144 
VIII. Unldéslich in der Rohasche 
(Iii—| VI + VII)}) . 0,0347 0,4338 0,1833 
IX. Reinasche (II—VIII). 0,3078 1,1753 1.6734 
X. °/,-Gehalt der Trockensubstanz 
an Reinasche 2,201 °/, | 2,595 °/, | 2,240 °%, 





Aus Spalte X berechnet sich der durchsehnittliche Gehalt der an- 
nihernd gewichtskonstanten Trockensubstanz an Reinasche zu 2,345°/,. 
Die Ergebnisse der Natrium- und Kaliumbestimmungen waren 
folgende: 
I. Angewandt wurden 100 cem der auf 500 cem aufgefiillten Lésung 
von 200,0 g Trockensubstanz. 
Es wurden gefunden: 
KCl + NaCl . 
KCI1O,: 1,1825 g = KCl . 


0,6480 g 
0,6094 


NaCl 0,0386 ¢ 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 2,182°/, 
K,0 ,. 41,041 


II. Angewandt wurden 100 ecm der auf 500 cem aufgefiillten Lésung 
von 200,0 g Trockensubstanz. 
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Es wurden gefunden: 
KCl+NaCl. ...... . . 0,6396g 
KClO,: 1,1314g=KCl. . . . . 0,6088 
NaCl 0,0808 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 1,634°/, 
ae m 41,001 
Ill. Angewandt wurden 100 ccm der auf 250cem aufgefiillten 
Lésung von 1,1753 g Reinasche. 
Es wurden gefunden: 


KCl+ NaCl... . . . . . . 0,8204g 
KCIO,: 0,5617 g=KCl. . . . . 0,8028 


NaCl 0,0181 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 2,052°/, 
co . « : 40,617 
IV. Angewandt wurden 100 cem der auf 250 cem aufgefiillten 
Liésung von 1,6734 g Reinasche, 
Es wurden gefunden: 
Bit RO. . 2 ss tl sw ss ORS 
KCIO,: 0,7628 g = KCl. . . . . 0,4105 
Nai 0,0171 g 
Daraus berechnen sich: 
Na,O in der Reinasche 1,356°), 
a... P 38,741 


Aus den Ergebnissen der vier Analysen berechnen sich fiir die 
Reinasche der Erbsen folgende durchschnittlichen Werte: 
Na,O 1,806°),; K,0 40,350°/,. 


Zusammenfassung. 


Nach den vorstehenden Analysenergebnissen machen die 
Linsen gegeniiber den anderen Leguminosensamen beziiglich 
des Natriumgehaltes und des Verhiltnisses Natrium zu Kalium 
durchaus keine Ausnahme. 

Der durchschnittliche Prozentgehalt der Reinasche an 
Na,O betrug bei den kleinen Linsen 0,782°),, bei den kulti- 
vierteren Hellerlinsen 3,063°/,. Die untersuchten Erbsen 
wiesen einen Na,O-Gehalt von 1,806°/, der Reinasche auf. 
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Das sind Zahlen, welche ebenso wie die fiir K,O gefundenen 
durchweg im Rahmen der in den Wolffschen Aschenana- 
lysen'®) niedergelegten Werte von 31 verschiedenen Erbsen- 
untersuchungen bleiben. Nach den Daten der letzteren 
schwankt der Na,O-Gehalt der Erbsenreinasche zwischen 0,4 
und 13,26°/, und betragt im Mittel 0,96°/,.1°) Der angegebene 
Hochstgehalt von 13,26°/,, welcher mit dem der Linsenrein- 
asche Levis fast iibereinstimmt, kann also nur als seltene 
Ausnahme angesehen werden. Schwankungen zwischen 0,4 
und 138,26°/, lassen sich nur daraus erkliren, daf die iuBeren 
Kintliisse — z. B. derjenige der chemischen Zusammensetzung 
des Bodens — auf den pflanzlichen Mineralstoffwechsel auBer- 
ordentlich groBe sein miissen. Doch wird letzterer in hohem 
Mabe auch durch die physikalische Bodenbeschaffenheit be- 
stimmt. AuBerdem sind die individuellen Lebensanspriiche 
einer Pflanze, die Fruchtfolgeerscheinungen, sowie die wech- 
selnden klimatischen Einfliisse und andere in Betracht zu ziehen. 

Der von Levi festgestellte auBergewohnlich hohe Natrium- 
gehalt der Linse muB jedenfalls als Ausnahme bezeichnet 
werden und deshalb seine bis heute noch als einzige in der 


Literatur erscheinende Analyse als fiir Vergleiche ungeeignet. 
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